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Resumen 2

La enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio de cardcter croni-
co, desencadenado por una serie de bacterias periodontopatdgenas especificas.
En este proceso inflamatorio, la interleuquina 1 (IL-1) junto a otros productos
bioquimicos, son los encargados de iniciar la destruccion en los tejidos de inser-
cion del diente. Por ello, la sintesis de IL-1 esta notablemente relacionada con la
severidad y progresion de la enfermedad periodontal.

Numerosas estirpes celulares son capaces de secretar la IL-1, pero su
produccion viene determinada genéticamente por los genes IL-1A, IL-1B e IL-
IRN. Estos, son genes polimorficos y por tanto susceptibles de sufrir cualquier
tipo de variacion genética. El polimorfismo genético es un tipo muy importante
de mutacion monogénica, en el cual se produce la sustitucion de un par de bases
nitrogenadas por otro par distinto. Ello puede originar la sobreproduccion de la
proteina codificada lesionando los tejidos de insercion del diente.

Diferentes estudios “in vitro” han demostrado que la IL-1B es 15 veces
mas potente que la IL-1a y 500 veces mas potente que el TNFa, en la mediacion
de la reabsorcion 6sea. Ademas, la IL-1P se ha aislado en mayor cantidad (10 a
50 veces) que la IL-1a de fluido gingival crevicular (FGC) en lugares con
periodontitis. Estas, son dos de las principales razones por las que decidimos
cuantificar la presencia de esta proteina.

Nuestra investigacion se centrd en dos grupos, uno de pacientes sanos y
otro de pacientes con enfermedad periodontal cronica activa. Cada grupo estuvo
constituido por 25 individuos, a los que se les tomaron muestras de ADN y de
IL-1B en el (FGC). Por un lado se cuantificd la concentracion de la proteina, y
por otro, se determind la prevalencia de polimormisfos en los genes IL-1A +4845
e IL-1B +3953.

Realizado el correspondiente andlisis estadistico de los resultados, se
observd que existia una relacion estaditicamente significativa entre la
concentracion de IL-1B en FGC y el padecimiento de la enfermedad periodontal.
Por el contrario, el hecho de presentar polimorfismos genéticos en 1L-1A+4845
y/o en IL-1B+3953, no fue un factor de riesgo para padecer la enfermedad
periodontal cronica. Por lo tanto, no se pueden considerar como marcadores
genéticos para dicha enfermedad, ni tampoco implican una sobreproduccion de
IL-1B en FGC. Finalemente, la prevalencia de los polimorfismos genéticos
estudiados en nuestra poblacion de estudio de raza caucasiana y origen espaiol,
presenta valores similares al de otras poblaciones de idéntica raza.
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The periodontal disease is a chronic inflammatory process caused by
specific periodontopathogenic bacteria. In this inflammatory process, the
interleukin 1 (IL-1) joined to other biochemical products, are in charge of the
beginning of tooth attachment tissue destruction. Because of that, IL-1 synthesis
is hardly related with the severity and progression of the periodontal disease.

A big quantity of cellular strains are able to secret this protein. But it’s
productions, is genetically determined by IL-1A, IL-1B and IL-1RN expresion
genes. These, are polymorphic genes and susceptible of suffering any type of
genetic variation. The genetic polymorphism is a very important type of
monogenic mutation, in which the substitution of a pair of nitrogen bases by
other pair of bases is observed. This mutation can involve the overproduction of
the codified protein, causing a bigger destruction of the tooth attachment tissues.

Different “in vitro” studies have demonstrated that the IL-13 is 15 times
more powerful than the IL-1a and 500 times than the TNF o in the mediation of
bone lose. Beside that, IL-1f has been isolated in more quantity (10 to 50 times)
than IL-1a in gingival crevicular fluid (GCF) in sites with periodontitis. These
are two of the main reasons why we decided to quantify this protein form.

Our research is based in two groups, one group of healthy patients and
another group of patients with chronic active periodontal disease. Every group
was formed by 25 people. DNA and IL-1p samples were taken from GCF to
every patient. From one side, the concentration of this protein was quantified and
from the other, the prevalence of the polymorphism in IL-1A +4845 and IL-1B
+3953 genes was determined.

Once the stadistic analysis was done, a statistical significantly different
between the more concentration of IL-1 beta in GCF and the presence of
periodontal disease was observed. On the contrary, the fact of presenting genetic
polymorphism in IL-1A +4845 and/or IL-1B +3953 gene, wasn’t a risk factor to
suffer the chronic periodontal disease. Because of that, they cannot be considered
as genetic markers for this disease. The presence of these polymorphisms neither
involves an overproduction of IL-1 beta in GCF. Finally the prevalence of the
studied genetic polymorphism in our study caucasian population with spanish
origin, presents similar values to other caucasian populations.
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a1-AT: Alfa-1-antitripsina

a2-M: Alfa-2-macroglobulina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico

mensajero

BCGF-1: factor de crecimiento de
células B derivado de
células T

CTX: Factor quimiotactico derivado

de leucocitos

ELAM-1: Molécula de adhesion
endotelial

ELISA : Enzyme Linked-Immuno-
Sorbent Assay

FGC: Fluido gingival crevicular

ICAM-1: Molécula de adhesion
Intracelular

IFNy: Interferon gamma

IgA: Inmunoglobulina A

IgG: Inmunoglobulina G

IL-1: Interleuquina 1

IL-1A: Gende la IL-1A

IL-1a : Proteina IL-1 alpha

IL-ra: Proteina antagonista del

receotor

IL-1B : Gen de la IL-1B

IL-1pB: Proteina IL-1 beta

IL-RN: Gen de la interleuquina

LAC : Limite amelocementario

LOS: Lipo-oligosacarido

LPS: Lipopolisacarido

LT: Linfotoxina

MAF: Factor activador de
macrofagos

MHC: complejo principal de
histocompatibilidad

MIF: Factor de inhibicion de

migracion de macréfagos

MMP: Metaloproteinasa de la matriz

NK: Linfocitos asesinos

OAF: Factor activador de
osteoclastos

PgE2: Prostaglandina E2

PMN : Leucocito polimorfonuclear

SNP: Polimorfismo de un s6lo
nucleodtido

TH: Linfocitos colaboradores

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o

UV: Ultravioleta

VCAM-1: Molécula de adhesion

celular vascular

Pb: Pares de bases

LAF: Factor activador de linfocitos
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I1. DESCRIPCION DE LA
ENFERMEDAD PERIODON-
TAL Y EL PAPEL DE LAS
BACTERIAS.

La enfermedad periodontal es
una infeccion de origen bacteriano,
que cursa con un  Proceso
inflamatorio de caracter cronico.
Este proceso inflamatorio esta
desencadenado por un conjunto de
bacterias periodontopatdégenas pre-
sentes en la cavidad oral. La
presencia de esta comunidad de
bacterias adheridas a los tejidos
duros, como pueden ser los dientes,
recibe el término de biofilm (1).

Estudios  considerados ya
como clasicos, pusieron en evi-
dencia, por primera vez (2), que la
acumulacion de bacterias en la
superficie limpia de los dientes,
induce de manera reproducible una
respuesta inflamatoria en los tejidos
gingivales asociados. Esa inflama-
cion local se mantiene en el tiempo,
mientras continie  presente el

biofilm. La eliminacion de la placa

bacteriana, conduce a la desaparicion

de los signos clinicos de inflamacion
(3,4). Por tanto, la gingivitis es un
estado clinico no destructivo de la

enfermedad periodontal.

Un estudio experimental de
periodontitis en perros, demostré que
la acumulacion de placa en el
tiempo, junto con el desarrollo de la
gingivitis, conllevd la aparicion de
periodontitis en algunos perros,
mientras que en otros, solo se
mantuvo la  gingivitis 'y no
evidenciaron una pérdida de
insercion (5).

En un excelente  trabajo
realizado en 1986 sobre wuna
poblacion de trabajadores de una
plantacion de t€ en Sri Lanka, se
observo la diferente predisposicion
de aquellos por padecer la enfer-
medad. Los trabajadores carecian
por completo de una adecuada
higiene oral y ademads, tampoco se
habian preocupado por recibir un
correcto tratamiento dental. Por lo
general la poblacion presentaba
acumulos de calculo y placa dental

extremadamente elevados. Los



Introduccion

primeros estudios que se realizaron,
desvelaron que la poblacion en
general padecia una periodontitis
severa en edades tempranas. Pero
cuando se examino la poblacién de
forma minuciosa, se encontraron tres
formas distintas del estado de la
enfermedad, que se pudieron siste-
matizar en tres grupos: A) individuos
que desarrollaron minimamente la
enfermedad (11% de la poblacion),
B) individuos que desarrollaron la
enfermedad de forma generalizada y
severa (8% de la poblacion) y C)
individuos que desarrollaron una
periodontitis moderada, similar a la
forma clinica mas comun en los
Estados Unidos (81% de 1la
poblacion) (6).

Esta falta de regularidad en la
prevalencia, distribucion y severidad
de la periodontitis, obligd a consi-
derar la etiologia de la enfermedad
como multifactorial. En ella se puede
encontrar un factor etiologico, causal
e ineludible en el desarrollo de la
patologia, las bacterias (Fig.1). Pero
también existen otra serie de factores

etioldgicos, denominados factores de

riesgo, entre los que se encuentran
los bioldgicos. Estos, engloban a las
enfermedades sistémicas tales como
enfermedades cardiovasculares, pul-
monares, diabetes, obesidad, enfer-

medades 0seas, embarazo, etc...

Un tercer grupo de factores
de riesgo, son los basados en el
comportamiento humano o ambien-
tales. Dentro de éstos, se encuentran:
la higiene oral, el estrés y/o el

tabaco.

Otros factores de riesgo son
los genéticos, de crucial importancia,
los cuales se relacionan con la
susceptibilidad del individuo para

desarrollar la enfermedad.

Se ha demostrado amplia-
mente, que las bacterias tienen un
papel etiologico primario en la
patogénesis de la periodontitis,
participando en la formacién de la
bolsa periodontal, la destruccién del
tejido conectivo y la reabsorcion del
hueso alveolar. Pero ni la cantidad,
ni la variedad de las especies, son

capaces de ofrecer una explicacion
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de los diferentes grados de severidad Fusobacterium nucleatum, Campylo-
que presenta la periodontitis dentro bacter rectus ...

de la poblacion. Aln asi, numerosos

Figura 1. Factores que intervienen en la etiologia de la enfermedad
periodontal.

estudios han presentado una fuerte .
Todas estas especies se

asociacion entre areas con enfer- ,
agrupan en dos categorias, en fun-

medad periodontal destructiva y una cion del tipo de microorganismo de

mayor concentracion de ciertas es- . .
que se trate. Los microorganismos

pecies periodontopatdgenas (7,8,9). exégenos, que no forman parte del

Entre éstas destacamos: Actinobaci- . .
ecosistema periodontal, y cuyo

llus actinomycetemcomitans, Por- .. . ..
Y objetivo de tratamiento es su elimi-

hyromona ingivalis, Tanerella ., . )
Py gms nacion del ecosistema y los micro-

forsythensis, Prevotella intermedia,
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organismos endogenos, que forman
parte del ecosistema periodontal, y
en el que el tratamiento est4, general-
mente dirigido a disminuir su canti-

dad.

Entre las especies asociadas a
una periodontitis progresiva, sobre-
sale el Actinobacillus actinomyce-
temcomitans, el cual se ha encon-
trado con gran frecuencia en
personas con una pérdida de
insercion severa y/o una rapida
enfermedad

progresion de la

(10,11,12).

Albander y colaboradores (13)
demostraron que los adultos jovenes
con periodontitis agresiva genera-
lizada, presentan aumentados sus
niveles de anticuerpos IgG e IgA
reactivos a Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans 'y  Porphyromona
gingivalis, en comparacién con los

controles sanos.

Aass y colaboradores (14)
valoraron la incidencia de pérdida
oOsea radiografica a lo largo de ocho

afios en personas jovenes y

correlacionaron esta disminucion con
la cantidad de Actinobacillus actino-
mycetemcomitans cuya presencia fue
detectada con anterioridad. Poste-
riormente, cepas especificas de esta
especie bacteriana se relacionaron
significativamente con formas agre-

sivas de la enfermedad periodontal

(15).

También existe una gran
evidencia cientifica que la Porphy-
romonas gingivalis estd fuertemente
asociada a la periodontitis cronica
(16,12). Esta bacteria se ha detectado
en grandes cantidades, en personas
con pérdida severa de insercion y
gran profundidad de sondaje. Estos
altos niveles se han encontrado con
gran frecuencia, en personas que
muestran una progresion rapida de la

enfermedad (17,18).

Grossi y colaboradores (19,
20) concluyen que la presencia de
Porphyromonas gingivalis 'y Tane-
rella forsythensis en la flora subgin-
gival, estd asociada a un mayor
riesgo de pérdida de tejido perio-

dontal. Estos autores estimaron que
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el riesgo (odds ratio) de la pérdida
clinica de insercion atribuida a la
Porphyromona gingivalis es de 1.6
y el del Tanerella forsythensis de
2.5.

Algunas sustancias bacteria-
nas pueden dafiar directamente las
células y tejidos del huésped,
mientras que otros componentes
microbianos pueden activar los
sistemas inflamatorios o inmunita-
rios celular y humoral, dafiando
secundariamente al periodonto. Esta
ultima via es la responsable de la

mayor parte de la lesién periodontal

(Fig.2).

Los microorganismos de la
placa pueden dafiar también los
componentes celulares y estructu-
rales del periodonto por medio de la
liberacion de sus productos de
desecho proteoliticos y deletéreos.
Ademas, se debe tener en cuenta, la
formacién de sustancias nocivas por
la microflora de la bolsa gingival y la
invasion microbiana a los tejidos

blandos.

La leucotoxina producida por
Actinobacillus  actinomycetemcomi-
tans tiene un efecto toxico sobre los
neutréfilos polimorfonucleares hu-
manos (PMN). Esta proteina ha sido
estudiada por varios investigadores
de Europa y de Estados Unidos con
el fin de conocer en profundidad el
papel que desempefia en la evolucion
de la enfermedad periodontal. La
produccion de leucotoxina, podria
permitir al Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans evadir la defensa
fagocitaria del huésped; convirtién-
dose en una propiedad importante en
la virulencia de dicho micro-

organismo.

Los constituyentes celulares
de bacterias tanto grampositivas
como gramnegativas también parece
que intervienen en el trastorno perio-
dontal. Estos factores incluyen endo-
toxinas, componentes bacterianos de

superficie y elementos capsulares.
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Fagocitosis ¢
- - - -
MMP-8
- % -
-

Figura 2. Esquema de los mecanismos clave de la interaccion huésped-

bacteria en las enfermedades periodontales. Las interacciones de
las bacterias o de los antigenos bacterianos con los tejidos del huésped conducen
al reclutamiento de neutrofilos (flecha blanca), produccion de anticuerpos
(flechas grises) y a la resorcion del hueso (flechas gris claro con contorno
negro). La producciéon de IL-8 y de ICAM-1 en las células epiteliales en
respuesta a las bacterias periodontales proporciona una sefial quimiotactica a los
neutréfilos (PMN). Una funcion de los neutrofilos es controlar mediante
fagocitosis la agresion bacteriana, pero también segregan metaloproteinasas de
la matriz (MMP-8), las cuales pueden contribuir a la destruccion del tejido. La
produccion de IL-1B, TNF-a y PGE2 en respuesta al LPS bacteriano lleva a la
resorcion osea a través de la activacion, proliferacion y diferenciacion de los
osteoclastos (77).
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La preponderancia de bac-
terias gramnegativas en las bolsas
durante la enfermedad periodontal
motiva altas concentraciones de
endotoxina, constituyente de Ilas
paredes celulares de las bacterias
gramnegativas. La endotoxina, o
lipooligosacarido  (LOS)  (antes
denominado lipopolisacarido [LPS],
aparece en la membrana externa
de todas las bacterias gramnega-

tivas (22).

Tanto las bacterias gramne-
gativas como las grampositivas sub-
gingivales elaboran diversos subpro-
ductos toxicos que también poseen la
capacidad para destruir el tejido.
Entre estos se incluyen los acidos
grasos organicos, como el &cido
butirico y el propidnico, las aminas,
algunos compuestos volatiles de
azufre, el indol, el amoniaco y los
glucanos. El peptidoglucano, compo-
nente de la pared celular presente en
especies gramnegativas y gramposi-
tivas, afecta en ocasiones a una
variedad de reacciones del huésped,
incluyendo la activacion del comple-

mento, la actividad inmunosupresiva,

la estimulacion del sistema reticulo-
endotelial, asi como las propiedades
de inmunopotenciacion. El peptido-
glucano también parece contar con
capacidad para estimular la resorcion
6sea y a los macrofagos para que
produzcan

prostaglandinas y

colagenasas.

Las bacterias que aparecen en
la placa dental producen wuna
diversidad de enzimas que sin duda
alguna fomentan la aparicion de
enfermedades periodontales. Las
enzimas bacterianas que posible-
mente  contribuyan al  proceso
patologico incluyen las colagenasas,
la hialuronidasa, la gelatinasa, las
aminopeptidasas, las fosfolipasas y

las fosfatasas alcalina y acida.

La degradacion del colageno
es una caracteristica central de la
destruccion del periodonto. La fuente
primaria de colagenasa en la bolsa
periodontal son, tal vez, las células
de los tejidos del huésped, aunque
las colagenasas bacterianas podrian
contribuir también a la degradacion

del coldgeno. Se sabe que
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P.gingivalis 'y ciertas cepas de
Actinobacillus  actinomycetemcomi-

tans producen colagenasas.

La hialuronidasa bacteriana
modifica en ocasiones la permea-
bilidad de la encia, permitiendo la
proliferacion apical del epitelio de
union a lo largo de las superficies
radiculares. La hialuronidasa aparece
en concentraciones mas altas en las
bolsas periodontales que en el surco
normal, y las bolsas periodontales
exhiben mayor cantidad de bacterias
aisladas que producen hialuronidasa.
Asimismo, estudios experimentales
llevados a cabo por (87) muestran
que la aplicacion superficial de
hialuronidasa en la encia, desorgani-
za el tejido conectivo gingival y
produce migracion apical del epitelio
de la encia a lo largo del cemento, es
decir, en las fases 1iniciales de

formacion de la bolsa periodontal.

Las respuestas inmunitarias a
los microorganismos parecen estar
dirigidas principalmente contra las
enzimas y toxinas liberadas extrace-

lularmente. Estas reacciones inmuni-

tarias tienen como resultado una
mayor liberaciéon de citoquinas y
mediadores proinflamatorios, que a
su vez aumentaran la inflamacion y
de esta manera, seran mas nocivos

para el huésped (21).

En cuanto a la prevalencia de
la enfermedad periodontal, existen
estudios epidemiologicos en adultos
que demuestran que los efectos
provocados por la periodontitis, solo
afectan a un subgrupo de 1la

poblacion adulta.

Albander y colaboradores (23)
encontraron que aproximadamente el
53% de las personas dentadas,
residentes en Estados Unidos y con
edades comprendidas entre los 30 y
90 afios, habian padecido en algin
momento de su vida, una pérdida de
inserciéon periodontal de 3 mm o
mayor. Por otro lado, s6lo un 34.5%
de estos adultos, manifestaron una
periodontitis, si la definimos como la
presencia de una pérdida de
insercion de 3 0 mas mm, junto con

la presencia de una profundidad de
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sondaje > 3mm en los mismos luga-

res de medicion.

La menor prevalencia de la
periodontitis, en comparacion con la
gingivitis en diferentes grupos de
edades, y la asociacion significativa
entre la presencia de inflamacién
gingival y el desarrollo y progresion
en la destruccion de los tejidos
periodontales, nos demuestra que la
gingivitis es capaz de evolucionar a
periodontitis, en algunos individuos

mas que en otros (24).

Los estudios realizados sefia-
lan significativamente, la presencia
de una gran variabilidad en el grado
de afectacion periodontal entre dife-
rentes poblaciones (25,26,27,28), ¢
incluso entre subgrupos dentro de
una misma poblacion  (23,29).
Ademas, la pérdida de tejidos perio-
dontales, afecta dentro de un mismo
individuo, indistintamente a diferen-

tes dientes y en diferentes lugares.

Esto se evidencia significa-
tivamente en la variabilidad inter-

individuo e intraindividuo existente

en cuanto a la prevalencia y severi-
dad de la pérdida de insercidon perio-
dontal, asi como de otros pardmetros

de destruccion (23,25, 30,31).

1.2 PRINCIPALES FACTORES
DE RIESGO. IMPORTANCIA
DEL FACTOR GENETICO
EN LA APARICION DE LA
ENFERMEDAD PERIODON-
TAL.

En el anterior apartado, se ha
centrado nuestra atencion en el papel
que desempefian las bacterias en la
evolucion de la enfermedad perio-
dontal. Ademads, se ha expuesto los
diferentes factores de riesgo que
acompafian a la periodontitis. A
continuacion, describiremos los fac-
tores que contribuyen con mayor
firmeza en la destruccion de los
tejidos de insercion del diente, entre
los que se encuentran el habito de
fumar, la enfermedad diabetes

mellitus y el factor genético.
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B  Tabaquismo: los efectos pro-
vocados por el tabaco, han sido
estudiados de manera exhaustiva
durante muchos afos. La mayoria de
los estudios sugieren la existencia de
una fuerte asociacién en cuanto a la
intensidad y el tipo de tabaco utili-
zado, con el estado de los tejidos
gingivales, y la consiguiente pérdida

de insercion periodontal. (32).

Estudios transversales, han
mostrado consistentemente que la
mayor prevalencia y severidad de la
enfermedad periodontal, se encuen-

tra en individuos fumadores (33,34).

Generalmente, la estimacion
de riesgo nos muestra que el hecho
de fumar, lleva consigo un mayor
riesgo de padecer la enfermedad,
estimandose una frecuencia entre 2 y
7 veces mayor frente a los pacientes

no fumadores (35,36,37).

Parece ser, que ademads existe
una relacion dosis-efecto entre el
habito de fumar y la severidad de la

enfermedad. Varios estudios trans-

versales se han llevado a cabo con el
fin de demostrar esta relacion dosis

dependiente.

En los denominados grandes
fumadores, se ha evidenciado una
severidad mucho mayor de la
enfermedad en comparacion con la
de los fumadores ligeros (34,38).
Ademas se ha asociado significativa-
mente, el nimero de afios en los que
el paciente ha fumado con la pérdida
dentaria y la presencia de la
enfermedad periodontal, con inde-
pendencia de factores sociales o del

comportamiento (39).

También se ha estudiado Ia
relacion temporal existente, entre el
fumar cigarrillos y la aparicion de la
enfermedad periodontal. Los resulta-
dos evidencian que el habito de
fumar se asocia a un incremento en
la profundidad de sondaje y en la
pérdida de insercion. Estos resulta-
dos se han obtenido tras un segui-
miento a 10 afos (40). La elimina-
cion del habito, mejora considera-
blemente la salud periodontal (41,

34).
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Ademas del habito de fumar
cigarrillos, otras modalidades de
fumar como, el fumar en pipa o
fumar puros, han evidenciado efectos
destructivos similares sobre los
tejidos periodontales (41,42). Por
otro lado, se sabe que al disminuir la
cantidad de tabaco se reduce y se
localizan las zonas afectadas por la
enfermedad. Los beneficios que
aporta esta disminuciéon al consumo
de tabaco, normalmente se observan
con mayor claridad en las recesiones
gingivales y en las lesiones blancas
de la mucosa (43).

Numerosos estudios, han
centrado sus lineas de investigacion
en conocer los mecanismos por los
cuales, el habito de fumar tabaco
predispone a padecer la enfermedad.
A raiz de estas investigaciones se
han sugerido numerosos mecanismos
de accion. Estudios realizados en
parejas de gemelos con una avanzada
edad, han mostrado que los
hermanos gemelos que han llevado
una larga vida siendo fumadores

presentan una mayor pérdida de

hueso alveolar que sus respectivos

hermanos no fumadores (44).

Muchos estudios han centrado
su investigacion en los efectos que
produce el fumar sobre la placa
dental. Y sus efectos locales y sisté-
micos sobre las células del huésped.
No se han encontrado diferencias
concluyentes en lo que respecta a la
microflora periodontal, entre indivi-
duos fumadores y no fumadores
(45,46). Sin embargo, se han descu-
bierto numerosos efectos relacio-
nados con la vascularizacion y los

sistemas inmunologicos del huésped.

Hioka y colaboradores, en-
contraron diferencias en el grado de
saturacion de la hemoglobina por el
oxigeno ubicada en las encias de los
pacientes fumadores, con respecto a
los pacientes no fumadores. Este
hecho sugiere que la microcircu-
lacion gingival de los fumadores se
encuentra claramente afectada por el

efecto del tabaco (47).
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También se han descrito los
efectos perjudiciales del tabaco sobre
el sistema inmunoldgico del pa-
ciente. Se han encontrado modifica-
ciones en el sistema inmunoldgico
humoral y celular, y variaciones en
las citoquinas y las moléculas de
adhesion, presentes en las numerosas
reacciones en cascada que se origi-
nan dentro del proceso inflamatorio

(48,49).

Se ha observado en estudios
in vitro, que la nicotina presente en
el tabaco, inhibe tanto la unidon como
el crecimiento de los fibroblastos
presentes en los ligamentos perio-

dontales (50).

La nicotina, ocasiona un
descenso significativo en la cantidad
de proteinas, ademds de originar
dafios en la membrana celular de los
fibroblastos, y provoca una disminu-
crecimiento de estas

cion en el

células (51).

Tras la exposicion a la
nicotina la arquitectura tipica, que
poseen los fibroblastos, adquiere
una forma completamente atipica a
la habitual, mostrando la formacién
de vacuolas. Estos efectos toxicos se
convierten en irreversibles cuando
las concentraciones de nicotina son

mayores.

Otros estudios clinicos (52,
53), muestran que la respuesta al
tratamiento periodontal por parte de
los pacientes fumadores es mucho
mas desfavorable que en pacientes
no fumadores. Los estudios que
emplean técnicas no quirtrgicas de
tratamiento, encuentran una menor
reduccion en la profundidad al
sondaje, y una cicatrizacién mucho
mas lenta, después de realizar el

raspado y alisado radicular.

Unos resultados similares a
los anteriores han sido descritos por
otros autores, en las técnicas quirur-
gicas de tratamiento y en los trata-

mientos de regeneracion periodontal

(32).



Introduccion

20

| Diabetes Mellitus: Sobre la
base de los resultados obtenidos de
estudios clinicos en humanos (54) y
de estudios experimentales con
animales (55), se ha llegado a la
conclusion de que la hiperglucemia
es responsable de la glicosilacion
progresiva de las proteinas, promo-
viendo que, de manera avanzada se
produzca la glicolisaciéon de los
productos finales. Estos productos
son capaces de estimular a los
fagocitos, quienes mediaran en la
puesta en libertad de las citoquinas
inflamatorias, principales responsa-
bles de la destruccion de los tejidos

periodontales.

Se ha demostrado que los
pacientes diabéticos, presentan una
respuesta inflamatoria exagerada en
comparacion con los pacientes no
diabéticos y, €ste parece ser uno de
los motivos por los cuales la

destruccion tisular es mayor (56).

Existe documentacion sufi-
ciente para demostrar que las células
del ligamento periodontal, de

pacientes que han sido insulin-

dependientes durante mucho tiempo,
han reducido su capacidad para
producir tejido mineral y han visto
alterada su respuesta en la sintesis de

factores de crecimiento (57).

Por todo lo mencionado hasta
ahora cabe suponer que la respuesta
al tratamiento periodontal y al
mantenimiento periodontal, es clara-
mente desfavorable para este grupo

de pacientes.

Los estudios anteriormente
sefalados, evidencian también que
un pobre control de la glucemia,
incrementard de manera significativa
el riesgo de aumento en la pérdida
6seay el progreso de la enfermedad
periodontal. Ademas, los pacientes
con un buen control de su diabetes,
tendran un riesgo mayor de
desarrollar la enfermedad que los
pacientes que no padezcan Ila

diabetes.

Basado a los registros obteni-
dos de una poblacion de 1426
personas con edades comprendidas

entre los 25 — 74 afios, se estim6 que
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el odds ratio de sufrir una pérdida de
insercion en personas diabéticas era
de 2.3, respecto a personas no
diabéticas (33).

Un  estudio  longitudinal
estimo el riesgo de sufrir una pérdida
de hueso alveolar en un grupo de
nativos americanos no insulin-
dependiente con un pobre control de
su diabetes y en personas con un
buen control de su diabetes o
personas no diabéticas. Observaron
que el odds ratio en el desarrollo de
una pérdida o6sea alveolar, era 2.2
veces mayor en los pacientes con un
buen control de su diabetes, en
comparacion con los no diabéticos.
También se observdo que en los
pacientes con un pobre control de su
diabetes el odds ratio era 5.3 veces
mayor que los que tenian un buen

control de la misma (58).

Existe una clara evidencia de
que personas jovenes  diabéticas
insulindependiente, sobretodo aque-
llas con un pobre control de su glu-
cemia, tienen peor salud periodontal

que personas no diabéticas (59).

El estado hormonal y otros
cambios fisioldgicos que tienen lugar
en la aparicion de la diabetes
mellitus, son de gran importancia, ya
que actuan como verdaderos factores
causales en la patogénesis de la
enfermedad periodontal. Estos facto-
res, son capaces de promover
numerosos cambios sistémicos en
importantes componentes del sistema
inmunologico, asi como alteraciones
en la fisiologia del tejido perio-
dontal. Estas alteraciones se traduci-
ran en: cambios en los vasos sangui-
neos, deficiencia en la respuesta
inmunologica local ante la agresion
bacteriana y cambios en el metabo-

lismo del colageno.

m  Factor genético: sin lugar a
duda, este factor ha sido uno de los
apartados mas novedosos y reciente-
mente investigados en relacion con
la etiologia de la enfermedad
periodontal. Los estudios que han
investigado el factor genético,
sugieren que contribuye significati-
vamente a que existan variaciones

interindividuos. Estas variaciones,
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son las responsables de la preva-

lencia y severidad de la periodontitis.

Los estudios realizados en
gemelos, manifiestan que entre el
30% y el 60% de las variaciones que
existen respecto a los parametros
clinicos registrados de los pacientes
con enfermedad periodontal, pueden
ser atribuidos a factores genéticos
(60). A pesar de esto, aun no se ha
podido determinar con clarividencia
el papel que desempefian estos
factores, en la predisposicion a

padecer la enfermedad periodontal.

El aumento en la suscep-
tibilidad de padecer la enfermedad
periodontal rapidamente progresiva
en su forma prepuberal, tiene un
claro patron interfamiliar (61,62). La
enfermedad ha sido atribuida a
varios defectos presentes en la
respuesta inmunologica del huésped
ante la presencia de una infeccion

microbiana (63).

La periodontitis prepuberal
generalizada, se ha asociado con una

deficiente adhesion de los leucocitos,

asi como otras muchas anorma-
lidades de estas células (64). Ello
provoca un recubrimiento anormal
tanto de los neutr6filos como de los
monocitos, generando una respuesta
inmunologica inadecuada en el
huésped. Se ha sugerido que tanto el
modelo de herencia autosémico
recesivo (65), como el modelo de
herencia autosomico dominante (66),
son responsables de la enfermedad

periodontal prepuberal.

Los estudios realizados en
familias demuestran que la perio-
dontitis  juvenil agresiva  esta
presente dentro de una misma
familia. Esto sugiere que el factor
genético, es en cierta medida
responsable del incremento en la
susceptibilidad, a la hora de padecer

esta forma de la enfermedad (67,68).

Existen estudios, que ponen
en evidencia notables diferencias
interindividuo en cuanto al grado de
produccion de ciertas citoquinas
inflamatorias. Entre ellas encontra-

mos: la interleukina-1 (IL-1), el fac-
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tor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y

la prostaglandina E2 (69).

También se ha demostrado
que ciertos polimorfismos genéticos,
guardan una clara relacion en cuanto
a la produccion de IL-1'y TNF- a

entre diferentes individuos (70).

La IL-1 y el TNF-a son
potentes estimuladores de la reabsor-
cion oOsea. Por lo tanto, una
sobreproduccion de cualquiera de
estas dos citoquinas, provocada por
la exposicion a patdogenos perio-
dontales, se cree que pueda ser uno
de los mecanismos responsables de

la destruccion del tejido periodontal.

A partir de los datos obte-
nidos, se ha establecido la hipdtesis
de que las variaciones genéticas
presentes en las citoquinas, parecen
ser un importante marcador del
riesgo en la periodontitis agresiva del
adulto. Numerosos polimorfismos
genéticos, han sido propuestos como
candidatos a ser marcadores genéti-
cos de riesgo para la enfermedad

periodontal. Varios estudios recien-

tes, se han centrado en la relacion
existente entre la pérdida de
insercion periodontal y la frecuente
aparicion del polimorfismo del gen

de laIL-1.

El estudio de los polimor-
fismos de los genes de la IL-1 sera
nuestro principal objeto de estudio.
Por tanto, a lo largo de la intro-
duccidén se expondran diferentes a-
partados relacionados con la inmu-
nologia y la genética médica para su

mejor comprension.

Se han estudiado numerosos
polimorfismos en diferentes
mediadores de la inflamacion. Entre
ellos la IL-4, un potente regulador de
la funcion de los macrofagos. El
polimorfismo del gen de la IL-4, se
ha encontrado presente en mayor
medida dentro de un grupo de
pacientes con periodontitis agresiva,
en comparaciébn con otro grupo
control (71). Sin embargo no se ha
conseguido asociar la presencia del
polimorfismo del gen de la IL-10

con la periodontitis cronica o

agresiva (72,73).
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I3 RESPUESTA INMUNOLO-
GICA DEL HUESPED EN
PRESENCIA DE MICRO-
ORGANISMOS PERIODON-
TOPATOGENOS.

Las reacciones inmunitarias
del huésped desempefian un impor-
tante papel en la patogenia de la
enfermedad periodontal. Contribu-
yen en el proceso patologico y son
capaces de modular los efectos de las
bacterias (74). Las reacciones inmu-
nes pueden ser  Dbeneficiosas
(protectoras) o nocivas (destructi-
vas). Varios componentes del
sistema inmunitario colaboran en el
desarrollo de la enfermedad perio-
dontal. Neutrofilos, linfocitos, célu-
las plasmaticas y macrofagos varian
en cantidad, segun el estado patold-
gico de los tejidos. También son de
relevancia los anticuerpos inducidos

por las bacterias bucales y el factor

del complemento (75).

Estas variables relacionadas
con el huésped, pueden afectar a:

colonizacion por las bacterias,

invasion bacteriana, destruccion his-

tica, cicatrizacion y fibrosis (76).

I Colonizacion bacteriana: en
las enfermedades periodontales, la
fuente principal de inmunoglobulinas
(Ig) y complemento, se encuentra en
el fluido crevicular; el cual contiene
anticuerpos producidos sistémica y
localmente. Estos anticuerpos modu-
lan en potencia los tipos y las
cantidades de microorganismos inhi-
biendo la colonizacion, la lisis, o
ambos procesos. No obstante, en el
trastorno periodontal relacionado con
bacterias, las cifras de bacterias
subgingivales aumentan extraordina-
riamente en comparaciéon con las
cantidades de dichos gérmenes en los
pacientes sanos en  términos
gingivales. Esta pesada carga de
antigenos en un medio ‘“externo”
puede superar al sistema inmunitario,
distorsionando o anulando cualquier
efecto protector positivo (77).

®m  Invasion  bacteriana: en
contraste con las grandes cantidades
de bacterias presentes en el surco

gingival o en la bolsa, son relativa-
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mente pocas las bacterias por debajo
de la ldmina basal del epitelio. Es
probable que esto surja de la barrera
fisica que provee el epitelio de unién
y de las reacciones protectoras del
huésped. Los tejidos de la encia son
banados tanto por los anticuerpos
estimulados por las bacterias bucales
como por el complemento, situacion
que podria llevar a la lisis bacteriana.
Asimismo, los factores quimiotac-
ticos podrian conducir a monocitos y
a PMN al infiltrado inflamatorio,
ocasionando la lisis y fagocitosis

bacteriana (Fig.4).

Actualmente, se ha esclareci-
do y destacado la relevancia de los
PMN vy los macréfagos por ser los
maximos  responsables de la
fagocitosis dentro de la respuesta

inmunolodgica.

Ante una encia normal desde el
punto de vista clinico, el surco
gingival cuenta con cifras bajas de

neutrofilos. Sin embargo en un

estado de inflamacion gingival, las
cantidades de neutréfilos se encuen-
tran incrementadas, infiltrandose
directamente en su interior por
debajo de la region dentogingival.
Con frecuencia, los fagocitos son
atraidos quimiotacticamente hacia
las bacterias invasoras, fijandose a
ellas mediante receptores C3b y
otros varios (78) (Fig.3). Después
del proceso de fagocitosis, las
bacterias sufren por lo regular una
lisis celular. Posibles defectos
quimiotacticos en neutrofilos o
macrofagos  predisponen a la
aparicion de la enfermedad perio-
dontal. Ademas, los pacientes con
padecimientos  sistémicos,  que
incluyan trastornos funcionales de

los neutréfilos, sufren frecuente-

mente estados graves de la enferme-

dad (77).
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B Destruccion histica: La des-
cripcion de los procesos inflamato-
rios € inmunitarios facilita la com-
prension de la patogenia de la
enfermedad periodontal. Estos pro-
cesos defensivos estan intrincada-
mente relacionados y son los
responsables de la respuesta del

huésped a la lesion.

Las reacciones del huésped a
los parésitos también pueden ser
subdividas en términos generales en:
respuestas innatas (inespecificas) y
de adaptacion (especificas). Las
reacciones innatas son la respuesta
inflamatoria y no conllevan mecanis-
mos inmunolégicos. Las reacciones
de adaptacion tienden a ser mas
eficaces, dado que la respuesta del
huésped, es una respuesta inmunolo-
gica “de medida” frente a los patoge-

nos ofensivos.

1. Mecanismos inmunitarios inna-
tos, actlan sin ningin contacto
previo con el microorganismo

causante de la enfermedad.

Son las barreras fisicas de
las superficies epiteliales cutaneas y
mucosas y los responsables vascula-
res y celulares de la respuesta
inflamatoria. El huésped tiene un
repertorio extenso de defensas para
impedir la invasion de los patdgenos.
Las respuestas eficaces se traducen
en una lesion que se resuelve
rapidamente (por ejemplo, un absce-
so estafilococico que se cura) o en la
falta de lesion (por ejemplo, la
viruela en una persona con
vacunaciéon  antivariolica). Una
respuesta ineficaz puede tener como
resultado una lesion cronica que no
se resuelva (por ejemplo, tubercu-
losis) o, si se despliega excesiva-
mente, en una lesion en la cual las
respuestas del huésped constituyen el
aspecto mas significativo del proceso
destructivo (por ejemplo, artritis

reumatoide o asma) (21).
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1. Plaque antigens diffuse through
7. Antibody action on microbes in the crevice can result the junctional epithelium
in killing, aggregation, precipitation, detoxification,

opsonization and phagocytosis of bacteria

2. Langerhans cells within the epithelium
capture and process the antigens

3. Antigen-presenting cells
(Macrophages and Langerhans cells)
leave the gingiva in the lymphatics

6. Antibodies leave the circulation and are
carried to the crevice in the transudate from
the inflamed and dilated blood vessels

4. Antigen-presenting cells reach
the lymph node and begin to
stimulate lymphocytes to produce
a specific immune response

wl

Periodontal microbe specific antibodies
are produced by plasma cells within
the lymph nodes and travel back to
the gingiva via blood vessels

~

. Antibodies are produced locally by plasma
cells which are controlled by type 2 T-helper
cells (TH2). Cell-mediated immune activity
is regulated by type 1 T-helper cells (TH1)

o

. Periodontally specific lymphocytes
"home" back to the periodontium
and locate within the tissues where
they begin their humoral and cell-
mediated immune functions

wu

. Periodontally specific B cells
(pre-plasma cells) and T cells
proliferate within the lymph
nodes and enter the blood stream

Figura 5.  a) Respuesta inmunitaria humoral sistémica ante la agresion de
antigenos microbianos, dentro de la hendidura gingival.
b) Respuesta inmunitaria celular local dentro de la hendidura gingival.
y el mecanismo por el cual las células inmunitarias periodontales
emigran hacia el periodonto (21).
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2. Mecanismos inmunitarios espe-
cificos, la principal caracteris-tica de
cualquier respuesta inmunita-ria es la
especificidad. Dentro de los
mecanismos Inmunitarios, interac-

cionan las respuestas inmunitarias

celular y humoral.

B Respuesta inmunitaria humoral
El conocimiento de la funcién de la
respuesta inmunitaria humoral del
periodonto todavia es incompleto.
Asi, no se conoce si los plasmocitos
del periodonto producen anticuerpos
relevantes o totalmente inespecificos
ante las bacterias periodontales.
Podria ser que las células de
Langerhans y otras células, que
presenten los antigenos, pusieran en
marcha  respuestas  inmunitarias
humorales en los ganglios linfaticos
periféricos y que los anticuerpos
producidos interaccionen con aque-
llos para comenzar a cumplir su
funcion. Este hecho seria claramente
ineficaz y en cambio, seria efectivo
un mecanismo in situ o la
proliferacion local de linfocitos B en

plasmocitos periodontalmente rele-

vantes dentro del periodonto.

Recientemente se ha obser-
vado la proliferacion in situ de
células para la respuesta inmunitaria
humoral o celular (79). El recluta-
miento de linfocitos hacia areas de
lesion o infeccion es esencial para
una defensa eficaz del huésped. La
migracion constante de linfocitos T y
otros leucocitos a lugares de todo el
organismo permite que el sistema
inmunitario integro proteja a los
tejidos de diversos desafios antigé-
nicos. La migracion de leucocitos
hacia los tejidos es muy notable
durante las respuestas inflamatorias
y es el resultado de la expresion
inducida por citoquinas de moléculas
de adhesion en la superficie de

células endoteliales vasculares (80)

(Fig.4).

B Respuesta inmunitaria celular.
Generalmente, la inmunidad por
mediacion celular se inicia cuando el
antigeno de la placa subgingival
penetra en el tejido conectivo atrave-
sando el epitelio de unidon. Células
como las de Langerhans, dentro del
epitelio, se encargan de presentar el

antigeno, lo procesan y lo alteran de
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forma que sea reconocible por el
sistema inmunitario. Esto quiere
decir que lo transforman en un
péptido antigénico capaz de unirse al
complejo principal de histocompa-

tibilidad de clase II (MHC).

El linfocito (CD4+), que es
capaz de reconocer la asociacion
entre el antigeno extrafio y el propio
MHC, se estimula, prolifera y libera
citoquinas. Las citoquinas a su vez
actian sobre otras células linfoides
(macrofagos, linfocitos B y otros lin-
focitos T) produciendo dafios tisula-

res, inflamacion y reabsorcion osea.

Los linfocitos son capaces de
sensibilizarse y ante una nueva
exposicion a los antigenos de la
placa, responden con proliferacion y
sintesis de citoquinas. Estas sustan-
cias son sefiales que actlan sobre

otros tipos de células para estimular,

inhibir e incluso destruir.

Los linfocitos también pue-
den producir citoquinas cuando son
estimulados por sustancias mito-

génicas liberadas por la microflora

subgingival o por otras células en la

reaccion inflamatoria.

Solamente se encuentra tejido
gingival histopatoldgicamente nor-
mal o pristino en las zonas adya-
centes de dientes completamente
libres de placa; por lo tanto, esto es
raro en seres humanos. Las biopsias
de encias humanas clinicamente
sanas contienen cé€lulas inflamato-
rias, principalmente, linfocitos T con

pocos linfocitos B o plasmocitos.

Después de un periodo de 4-7
dias de acumulacion de placa, se
produce un flujo de linfocitos hacia
el tejido. Pasadas tres semanas de
acumulacion, la lesion esta dominada
principalmente por linfocitos T. Tras
seis meses de acumulacion de placa,
las lesiones aun siguen dominadas

por linfocitos y PMN (81).

Ocasionalmente, se observa-
ron plasmocitos en la lesion inicial y
en la fase temprana de gingivitis
inducida experimentalmente, donde
la inflamacion gingival se produce

después de la acumulacion de placa
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en sujetos que se abstuvieron de
cumplir con las medidas de higiene
bucal. Sin embargo, parece ser que
se requieren mas de seis meses de
acumulacion de placa, antes de que
los plasmocitos constituyan una
producciéon significativa del tejido

conectivo infiltrado (81,82).

Se ha comprobado que los
plasmocitos son el componente ma-
yoritario del tejido conectivo infil-
trado en la lesion avanzada, donde la
pérdida de hueso es evidente. Las
cantidades de plasmocitos parecen
aumentar con la gravedad de la
lesion. La gingivitis suele estar
dominada por linfocitos, mientras
que la periodontitis lo estd por

plasmocitos (21).

Célula T

Célula madre
linfoide

TEJIDOS

'S

~ SANGRE
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MEDULA OSEA

Célula madre
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-~ LINFATICOS AFERENTES

Célula cebada

Pr@geni,tor 1
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Figura 6.
inmunologico (77).

Origen de los distintos componentes celulares del sistema
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MHC class Il
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MHC class |

(Conventional) (Autoreactive)

Figura 7. Regulacion inmunoligica del paciente durante el transcurso de la
enfermedad periodontal (21).

Célula presentadora

de antiig_eno : ‘ RESPUESTAS

CONTRA
CAMBIOS
INTRACELULARES

Ag clase I
del MHC

RESPUESTAS
CONTRA
| CAMBIOS
| EXTRACELULARES

Figura 8. Regulacion inmunolégica del paciente durante el transcurso de la
enfermedad periodontal (77).
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| Cicatrizacion y fibrosis. Los
macrofagos influyen en la actividad
de los fibroblastos e intervienen en la
cicatrizacion liberando fibronectina,
sustancia quimiotactica para los
fibroblastos y otros elementos que
afectan su funcion y conducen a su
activacion  (83). Los linfocitos
también liberan linfocinas con
capacidad para activar y reclutar
fibroblastos. Por tanto, las diferentes
reacciones inmunitarias del huésped
también influyen en la rapidez y

calidad de cicatrizacion de los teji-

dos dafiados (77).

14 DESCRIPCION DE LOS
MEDIADORES DE LA IN-
FLAMACION Y SUS EFEC-
TOS BIOQUIMICOS SOBRE
EL PERIODONTO.

Una descripcion clasica de la
inflamacion es la que se aplica a una
zona en la que, microscopicamente,
se ve la encia enrojecida, hinchada,
caliente, dolorida y con pérdida de

funcion en lugares especificos.

El enrojecimiento y el calor,
se deben a la vasodilatacion y al
flujo incrementado de sangre. La
tumefaccion es el resultado del
aumento de la  permeabilidad
vascular y la filtracion de proteinas
plasmaticas, que crean un potencial
osmotico que atrae liquido hacia los
tejidos. En relacion con las
alteraciones vasculares hay una
acumulacion de células inflamatorias
que infiltran la lesion. El dolor rara
vez se experimenta en la enfermedad
periodontal, en particular en las
primeras etapas, pero puede produ-
cirse por efecto de la estimulacién de
los nervios aferentes por los
mediadores quimicos de la infla-
macion (gingivitis ulcerosa necroti-
zante, donde la rapida destruccion
tisular es tipica). También puede
actuar la tension tisular sumamente
incrementada (tipica de los abscesos
periodontales). El impedimento de la
funcion seria representado por las
articulaciones artriticas hinchadas.
Un ejemplo de funcion impedida en
el medio bucal seria la apertura

reducida o el trismo de la mandibula

asociado a veces a pericoronaritis en
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la region del tercer molar. Una
manifestacion periodontal de pérdida
de funcion, seria la funcién dismi-
nuida de los dientes moviles por

periodontitis (21).

Dentro de la reaccion infla-

matoria, encontramos diferentes
moléculas, células y procesos infla-

matorios.

B  Proteinasas e inhibidores. La
enfermedad periodontal genera una
degradacion tisular, por lo cual las
proteasas del huésped y microbianas
son elementales en los procesos
destructivos. Las proteinasas, como
su nombre indica, son aquellas
moléculas que dividen las proteinas
por hidrdlisis de las uniones
péptidas. Estas enzimas proteoliticas
de acuerdo con la localizacién de la
actividad de la enzima en el sustrato,
pueden dividirse en dos clases
principales: endopeptidasas (protei-
nasas) y exopeptidasas. Las prime-
ras, cortan las uniones de su sustrato
dentro de la cadena polipeptidica,
mientras que las exopeptidasas

dividen el sustrato s6lo en uno o dos

residuos del extremo de la cadena

polipetidica.

En las dos ultimas décadas,
numerosos estudios han intentado
evaluar la actividad endopeptidasa y
las concentraciones en el fluido
crevicular gingival. Estos estudios
desarrollaron gingivitis experimental
(donde los voluntarios se abstuvieron
de cepillarse durante varias sema-
nas), estudios transversales (de
pacientes con periodontitis) 'y
estudios longitudinales antes vy
después del tratamiento periodontal.
En la mayoria de los casos se
procurd evaluar la actividad de las
proteinasas por la via de la medicion
de la actividad enzimatica, aunque
también se emplearon inmuno-

determinaciones.

En algunos de dichos estudios
se buscoO una asociacion con la
gravedad de la enfermedad y en la
mayoria de los casos se obtuvo una
asociacion positiva o una reduccion
de los niveles de proteinasa. En los
homogeneizados de tejido gingival
actividad

se  pudo detectar
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endopeptidasa, incluidas la colage-
nasa, la elastasa y la tripsina, asi
como las proteinasas. Mas aun,
recientemente se demostro actividad
del activador plasminogeno tisular
asociada con el recubrimiento epite-

lial de la hendidura.

La liberacién de proteasas en
las encias y el area de la hendidura
promueve reacciones inflamatorias y
contribuye al dafio del tejido
conectivo por distintas vias. Por el
contrario, los inhibidores de proteasa
sirven como moduladores de la
funciobn proteasa en el area y

dificultan el proceso inflamatorio.

Todas las endopeptidasas
provenientes del huésped, de las
cuales se sabe que se liberan en la
hendidura, pueden ser inhibidas por
la funcion combinada de la alfa-2-
macroglobulina (a2-M) y la alfa-1-
antitripsina (a1-AT). De hecho, se ha
demostrado la inhibicion de la
colagenasa gingival por la a2-M y la
colagenasa leucocitaria polimorfo-
nuclear (PMN) es ademds inhibida

por la al-AT. Las colagenasas

bacterianas también pueden ser
inhibidas por inhibidores de 1la
proteinasa humana, pero también hay
posibilidades de que potentes protei-
nasas como la que posee P.gingivalis
(gingivaina) son capaces de degradar

a estos inhibidores (21).

B Metaloproteinasas de la
matriz (MMP). Después del descu-
brimiento de la colagenasa a
principios de la década de los
sesenta, se introdujo una nueva linea
de investigacion en el campo
periodontal merced al trabajo pione-
ro de Fullmer y Gibson (84), que
demostraron que tanto las células
epiteliales como el tejido conectivo
gingival inflamado son capaces de
producir colagenasa en cultivos de

tejidos.

Una de las metaloproteinasas
de la matriz que fueron objeto de
mucha atencion es la colagenasa
neutréfila (PMN), que se encuentra
en concentraciones mas elevadas en
muestras gingivales inflamadas que
en las encias clinicamente sanas. La

presencia de colagenasa fue demos-
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trada en homogeneizados de encia
obtenidos de pacientes con perio-
dontitis midiendo su actividad. La
inmunolocalizacion de los tejidos
con colagenasa demostré6 que las
biopsias gingivales, tomadas de los
pacientes con enfermedad periodon-
tal contenian pequefias cantidades
de enzima, mientras que las muestras
gingivales, obtenidas de los sujetos
tratados, no contenian la enzima. El
aumento de la cantidad de enzimas
MMP en individuos enfermos en
comparacion con los sanos (85), su
incremento durante la gingivitis
experimental (86) y su reduccion
después del tratamiento periodontal
(87,88) sugiere que las MMP parti-
cipan en la degradacion del tejido

periodontal.

Entre las MMP, tanto Ia
colagenasa fibroblastica como las
MMP tienen la capacidad singular,
no compartida por los otros
miembros de la familia, de dividir la
triple hélice de los colagenos de tipo
I, IT y I, iniciando asi la degra-
dacion de la matriz extracelular. Se

piensa que la colagenasa de los PMN

llega a la hendidura en los PMN que
migran (89) y las evaluaciones de
esta enzima en la hendidura pueden
reflejar el nimero de PMN
emigrantes en la hendidura antes que

el potencial destructor de los tejidos.

W Leucocitos polimorfonuclea-
res (PMN). El PMN es el leucocito
predominante en la hendidura gingi-
val, tanto en el estado salud como en
el de enfermedad. Los PMN de la
circulacion son atraidos al area por la
via de los estimulos quimiotacticos
evocados desde la placa dental.
Histologicamente, se puede observar
a los PMN atravesando el tejido
conectivo gingival en la inflamacion.
Sin embargo, también se encuentran
PMN en la encia clinicamente sana y
son reclutados en respuesta a los
factores quimiotacticos en la region

de la hendidura gingival.

Attstrom y Egelberg (90), en
un experimento con perros, mostra-
ron que los neutrofilos de la circu-
lacion sanguinea periférica marcados
con carbono, migran hacia la

hendidura gingival siendo su ritmo
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de migracion mayor en las encias
inflamadas que en las sanas. FEl
nimero de PMN aumentdé en la
hendidura gingival a medida que se
desarroll6 la gingivitis. Encontraron
un mayor numero de PMN en los
lugares con periodontitis al compa-

rarlos con los de gingivitis.

Como en otros tejidos, la
migracion de los leucocitos hacia el
tejido conectivo gingival, a través
del epitelio de unién y atravesando la
hendidura gingival, estd controlada
por la via de las moléculas de

adhesi0n.

En un estudio en el cual se
pidio6 a los voluntarios que interrum-
pieran las practicas normales de
higiene bucal durante varias semanas
(estudio de gingivitis experimental),
demostraron que los vasos en el
tejido conectivo gingival expresan
ELAM-1 e ICAM-1 en estado de
salud y de inflamacion gingival y se
encontraron PMN en mayor abun-
dancia en las areas que expresan una
intensa tinciéon de ELAM-1 e ICAM-
I. Ademas, el epitelio de 1la

hendidura y de uni6on se tiid
positivamente para ICAM-1, lo que
sugirid la importancia de esta
molécula de adhesion para permitir
la migracion de los PMN a través del
epitelio hacia la hendidura gingival
91).

Los PMN de la hendidura
gingival, constituyen la primera linea
de defensa contra los patogenos
periodontales. Esto es ilustrado por
las  deficiencias  cualitativas y
cuantitativas, como se da en la
neutropenia ciclica y en el sindrome
Chédiak-Higashi, que conducen a
una destruccion importante del tejido

periodontal.

La elastasa, una proteasa de
serina, que fue considerada ya en la
seccion anterior, es un constituyente
granular primario de los PMN que
causa degradacién tisular y estd
presente con mayor actividad en

sitios de inflamacion gingival.

Murray y cols. (92) demos-
traron que aunque se observe un
aumento en la concentracion de la

elastasa en aquellas zonas donde se
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ha incrementado la gravedad de la
enfermedad, ésta proteina podria
encontrarse en forma inactiva. Se
produce liberacion granular secun-
daria de los PMN durante la
migracion celular y el proceso es
independiente de la liberacion
granular primaria, de la cual se
piensa que se relaciona con la
activacion de PMN. Las diferencias
entre las cantidades relativas de
elastasa  (constituyente  granular
primario) y de lactoferrina (constitu-
yente granular secundario) fueron
halladas en sitios con distintas fases
de la enfermedad. Se encontré una
mayor proporcion de lactoferrina que
de elastasa en los sitios de perio-
dontitis. Esta variacion en la
liberacién de los PMN de enzimas
granulares primaria y secundaria
pueden indicar alteraciones en la

funcion PMN en los diferentes

estadios de la enfermedad.

B Prostaglandinas. Las prosta-
glandinas, derivadas del 4cido
araquidonico, son mediadores impor-
tantes de la inflamacién. No es

sorprendente, por lo tanto, que estén

implicadas en la patogenia de la

enfermedad periodotal (93).

Las citoquinas proinflama-
torias son capaces de estimular a los
macrdéfagos y a otras células para
producir cantidades importantes de
prostaglandinas, en particular PGE2,
que son potentes vasodilatadores e
inductores, a su vez de la producciéon
de citoquina por diversas células.
Las prostaglandinas actiian sobre los
fibroblastos y osteoclastos, junto con
las citoquinas, para inducir la
produccion de metaloproteinasas de
la matriz, lo cual es relevante para el
recambio tisular y para el proceso

destructivo periodontal.

Muchos estudios examinaron
la relacion de la PGE2 con la enfer-
medad periodontal y sugirieron que
su concentracion en el liquido
crevicular gingival aumenta en la
gingivitis con respecto de la encia
sana y se encuentra en concen-
traciones muy elevadas durante los
periodos de progresion de la enfer-

medad (94).



Introduccion

39

W Interaccion entre células
endoteliales 'y leucocitos. FEl
endotelio que tapiza los vasos separa
estructural y funcionalmente los
elementos sanguineos del tejido
extravascular. Durante una respuesta
inflamatoria local, la lesidon en una
zona produce la liberacion de
mediadores quimicos de la inflama-
cion que cambian las proteinas
vasculares y acumulan las células
hematicas en el lugar de la lesion.
Ademas se produce adhesion locali-
zada de los leucocitos hematicos

periféricos al recubrimiento celular

endotelial.

La adhesion de los leucocitos
es un paso esencial en la diversidad
de procesos fisiopatologicos y un
fenomeno clave en la patogenia de
ciertas enfermedades vasculares. En
la migracién celular participan tres
estructura principales: las células
endoteliales, las moléculas de
adhesion celular (los receptores y sus

ligandos) y las células extravasadas.

La adhesion de los leucocitos

parece ser esencial en el control del

transito celular hacia las areas
inflamadas y se ha propuesto que las
citoquinas podrian desempefiar un
papel importante en la regulacion de
este transito. Esto puede ser regulado
en parte por los efectos de las
citoquinas sobre las células endote-
liales, tanto en la promocion de la
expresion de las moléculas de las
células  endoteliales para los
leucocitos como en estimulacion de
las células endoteliales para facilitar
la migracion leucocitaria a través de
la pared vascular. La expresién de
las moléculas de adhesion se induce
precozmente durante las respuestas
inflamatorias experimentales en la
piel de los monos y seres humanos.
La presencia de la molécula de
adhesion intracelular ICAM)-1 en el
epitelio de uniébn sano  fue
comunicada por Grawford y Hopp

(95).

Un estudio posterior demostrd
la presencia de ICAM-1 expresando
el epitelio de la bolsa enferma en
sujetos que padecian periodontitis
adulta. Ademas de la molécula de

adhesion endotelial (ELAM-1) o la
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molécula de adhesion celular vascu-
lar (VCAM-1), en expresion del
tejido gingival, también fueron
estudiadas otras moléculas de
adhesion, a saber: laminina, fibro-
nectina, vitronectina, tenascina y

CD11b (21).

= Citoquinas. Las funciones de
los diferentes tipos de citoquinas
seran expuestas en el siguiente
apartado: importancia de las interleu-
quinas, en especial la IL-1, en la
evolucién de la enfermedad perio-

dontal.

15 IMPORTANCIA DE LAS
CITOQUINAS, EN ESPECIAL
LA IL-1, EN LA EVOLUCION
DE LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL.

Las citoquinas son proteinas
solubles que median en las interac-
ciones complejas entre los linfocitos,
las células inflamatorias y otros
elementos celulares del tejido conec-

tivo. Son segregadas por cé¢lulas que

actlan como moléculas mensajeras
que transmiten sefiales a las otras
c€lulas. En un principio fueron
llamadas linfoquinas antes de
reconocer su produccién por otras
células. Tienen numerosas acciones
como la iniciacibn y el mante-
nimiento de las respuestas inmuni-
taria e inflamatoria, la regulacion
del desarrollo y la diferenciacion de
las células. Las interleuquinas son
miembros importantes del grupo de
las citoquinas y estan implicadas
principalmente, en la comunicacion
entre los leucocitos y otras células
que intervienen en los procesos
inmunitarios e inflamatorios, como

son las células epiteliales, las

endoteliales y los fibroblastos.

Estas moléculas son liberadas
en pequeias cantidades y tienen
diversas acciones sobre las células
que llevan el receptor especifico para
las citoquinas. Estas sustancias son
numerosas, tienen funciones que se
superponen y estan ligadas entre si
formando una red activa que controla
la respuesta del huésped. El control

de la liberacion y accion de las
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citoquinas es complejo y depende de
inhibidores y receptores.

Muchas citoquinas son
capaces de actuar sobre la célula que
las produce, (funcién autocrina), de
manera que autoestimulan su propia
produccién y la produccion de otras
citoquinas. Otras son las paracrinas,
que se fijan a las células proximas
algunas son endocrinas y se unen a
células distantes. Las citoquinas
pueden ser pleiotréficas, motivando
diferentes actividades biologicas a
partir de distintas células. Por otra
parte, diferentes citoquinas pueden

mostrar reacciones similares (96,97).

La acumulacion de células
plasmaticas y linfocitos en los tejidos
periodontales  sugiere que las
citoquinas intervienen en los
cambios patoldgicos del periodonto.
Debido al amplio nimero de citoqui-
nas identificadas hasta la fecha, solo
se analizaran las  principales.
Inicialmente, las citoquinas fueron
denominadas segun su actividad
biologica. Estas incluyeron al factor

activador de macrofagos (MAF,

macrophage activation factor), el de
inhibicién de migracion de macrofa-
gos (MIF, migration inhibition fac-
tor), el factor quimiotactico derivado
de leucocitos (CTX, leukocyte-
derived chemotactic factor), la linfo-
taxina (LT) y el factor activador de
osteoclastos (OAF, Osteoclast-acti-

vating factor) (98).

o Citoquinas proinflamatorias.
Las citoquinas interleuquina-1 (IL-
1), IL-6 y factor de necrosis tumoral
(TNF) estimulan la reabsorcion Osea
in vitro e in vivo. Las actividades de
IL-1, IL-6 y TNF han sido estudiadas
en muestras de GCF en zonas con
inflamacion clinica en seres huma-
nos. Otros estudios intentaron deter-
minar las citoquinas en tejidos sanos
y enfermos. Estudios sobre el meca-
nismo de accion de la IL-1 sobre los
fibroblastos in vitro, sugieren que la
IL-1 puede actuar sobre los
fibroblastos para promover la
reparacion o la destrucciéon de la
matriz celular. También demostraron
que el material del implante dental
puede estimular a las células

mononucleares  periféricas  para
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producir IL-1 y TNF, lo que
posteriormente, en teoria, da por
resultado pérdida d6sea y la consi-
guiente pérdida del implante. Las
consecuencias clinicas, sin embargo,
no son evidentes (21).
= Citoquinas  quimiotdcticas.
Han sido identificadas una serie de
mas de 20 moléculas entre las cuales
la més famosa y mejor caracterizada
es la inteleuquina-8 (IL-8), que
tienen poderosas funciones
quimiotacticas para los leucocitos,
particularmente para los neutréfilos,
pero también para los linfocitos y
macrofagos. Estas moléculas actian
reclutando células de defensa hacia
areas donde se las necesita y son
importantes en las respuestas con
mediacion celular. Se utiliza el
término quimioquina para describir
estas moléculas y es una forma
abreviada de “citoquina quimiotac-

tica” (21).

| Citoquinas senaladoras de
linfocitos. Los linfocitos T colabo-
radores (TH1 y TH2) son linfocitos

que regulan en los tejidos las

respuestas inmunitarias humoral y de
mediacion celular por la via de las
citoquinas. La respuesta inmunitaria
humoral es promovida por TH2, que
produce citoquinas caracteristicas, a
saber, 1L-4, IL-5, IL-10 ¢ IL-13. Los
linfocitos TH1 liberan IL-2 e
interferon (IFN)-IFNy, que refuerzan

las respuestas de mediacion celular

(Fig.7 y8).

Estas citoquinas constituyen
un mecanismo preciso para el control
de la respuesta inmunitaria, de modo
que sea suficiente para enfrentarse al
patogeno. Las citoquinas pueden
influir sobre la respuesta inmunitaria
determinando la clase de inmuno-
globulina producida, lo que puede
tener un efecto profundo sobre la
funcion de anticuerpos. Por ejemplo,
las moléculas IgM son maés eficaces
para la bacteriolisis y las moléculas
IgG para la opsonizacidon. Existen
cuatro tipos diferentes de anticuerpos
(IgG1-4)

basados en diferencias en la porcion

IgG clases distintas

Fc de estas moléculas. La subclase

anticuerpo influye sobre la funcién
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anticuerpo, con la IgG2 como
antigeno de uniéon menos fuerte que
la  IgGl. Varios investigadores
hallaron la cantidad de IgG2 superior
al lado de la IgG1 en pacientes con
periodontitis grave y proponen que
los niveles de la subclase IgG son
factores importantes en la suscep-

tibilidad a la periodontitis (99).

Yamazaki y colaboradores
(100,101), publicaron que los
linfocitos productores de TH2 predo-
minan en las lesiones de gingivitis y
periodontitis. Las células TH2
refuerzan la respuesta inmunitaria
humoral antes que las respuestas
mediadas por células. Esto avala el
concepto de que estas lesiones son
dominadas por plasmocitos y ade-
mas, que la respuesta inmunitaria
humoral es mdas notable que la

respuesta de mediacion celular en la

periodontitis cronica (21).

Mas recientemente, la mayor
parte de las citoquinas de nuevo se
denominaron interleuquinas, en refe-

rencia a su funciéon en la comunica-

cion interleucocitaria. Hoy en dia, 10
interleuquinas se han identificado y
numeradas del numero 1 al 10. Otras
incluso reciben su nombre sobre la

base de su actividad bioldgica (96).

®  [lI-1 (ay p). Es una citoquina
pleiotréfica con diversas activida-
dades. Incluye a OAF (102,97, 103)
debido a su estimulacion de
osteoclastos y al factor activador de
linfocitos (LAF, por sus siglas en
inglés lymphocyteactivating factor)
en vista de su capacidad para
estimular la proliferacion de células
T tratadas con fitohemaglutinacion.
Se sabe también que interviene en la
activacion de células TH, el fomento
de la maduracion de células B, la
quimiotaxis de neutrofilos y macro-
fagos, la mejoria de la actividad de
células NK, asi como en otras
reacciones. Es secretada por mono-
citos, macréfagos, células B, fibro-
blastos, neutrofilos, células epitelia-
les y muchos otros tipos de células
estimuladas. Esta estimulacion causa
fagocitosis, componentes del com-

plemento (C3a y C5a), otras dife-
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rentes sustancias. La IL-1 aparece en
los tejidos gingivales y en el liquido
del surco, y decrece después del
tratamiento periodontal (104,105,
106). También aumenta el procola-
geno de fibroblastos, la protaglan-
dina E2 (PGE2) y la actividad de la

reabsorcion osea (107).

La interleuquina 1 (IL-1),
citoquina producida por macrofagos,
células B y células del epitelio
escamoso, es un importante media-
dor inmunitario. Su liberacion es
estimulada a partir de estas células
por lipooligosacaridos (LOS) de
periodontopatégenos como: P.gingi-
valis y C.rectus. La IL-1 motiva la
proliferacion de los timocitos, las
células T, las células B y los
fibroblastos, asi como otras células.
Ademads, mejora la produccion de
linfocinas, entre ellas el factor de
crecimiento de células T (IL-2) y el
factor activador de osteoclastos
(108). Asimismo la IL-1 mejora la
produccion de anticuerpos por las
células B, y de colagenasa vy

prostaglandinas por los fibroblastos.

La [IL-1 aparece en mayores
cantidades en el liquido gingival de
lugares inflamados; lo que sugiere
que podria intervenir en la enferme-
dad periodontal influenciando las
reacciones inmunitaria e inflamatoria

del huésped ante los mitogenos y

antigenos bacterianos.

® IL-2 (a y B: Esta interleu-
quina fue llamada originalmente
factor de crecimiento de células T
por su efecto sobre las células T
activadoras de mitdégenos o anti-
genos (células TH y TC). Se sabe
que posee una funcién general en las
reacciones inmunitarias (109). La IL-
2 estimula también la actividad
funcional de macrofagos, modula la
funcidon y causa la proliferacion de
células NK (110,111). Es secretada
por las células TH y las NK, ademas
su concentracion se ve aumentada en
los tejidos periodontales durante la

periodontitis (106).

®  JL-3. Esta sustancia apoya el
crecimiento y la diferenciacion de

células hematopoyéticas, incluyendo
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la estimulacion del crecimiento de
mastocitos y la secrecion de hista-
mina. La secretan células TH y otras

NK activadas (106,111).

® JL-4. En un principio fue
denominada como  factor de
crecimiento de células B derivado de
células T (BCGF-1, B-cell growth
factor) debido a su activacion de
células B. También podria ser lo que
se denomind factor de inhibicion de
migracion (MIF). Se sabe que
interviene asimismo en la activacion,
proliferacion y diferenciacion de
células B, el crecimiento de células
T, la funciéon de macrofagos y el
crecimiento de mastocitos (96,112).
La IL-4 también motiva la sintesis de
IgE por las células B. Las células TH
secretan IL-4. Esta aumenta en los
tejidos periodontales en el curso de

la periodontitis (106).

®  JL-5. Esta sustancia motiva la
proliferacion de células B y fomenta
la produccion de inmunoglobulina A.
Junto con la IL-4, también estimula
la producciéon de inmunoglobulina E.

Las células TH secretan IL-5.

®  JL-6. Esta interleuquina esti-
mula la produccion de inmunoglo-
bulinas por las células plasmaticas y,
con la IL-1, activa la produccion de
células TH. Las células TH, los
macrofagos, los monocitos, los
fibroblastos y las c€lulas endoteliales
secretan IL-6. Esta aumenta en
lugares de inflamacion gingival e
interviene en la reabsorcion Osea

(113,105,103).

®  JL-7. Esta sustancia motiva la
proliferacion de células T aglutinan-
do la IL-2 y receptores IL-2. Es
secretada por las células del estroma

de la médula 6sea.

® JL-8 Esta interleuquina es
quimiotactica para los neutrofilos e
incrementa su adhesion a las células
endoteliales. Los macrofagos son los

encargados de su secrecion.

®  JL-9. Es secretada por algu-
nas cé€lulas TH, motiva la prolifera-
cion de células TH, en ausencia de
un antigeno, o las células que
presentan antigenos; también fomen-

ta el crecimiento de mastocitos.
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. IL-10. La secretan y supri-
men las células TH. La produccion
de IFN-y por células NK, inducida
por IL-2, también participa en la
secrecion y supresion de la IL-10. La
IL-10 inhibe la capacidad de los
monocitos para presentar antigenos

(114,115,111)

® IFN (oo B y p». Son una
familia de tres glucoproteinas
elaboradas por leucocitos, fibro-
blastos y linfocitos T, respectiva-
mente. Proveen actividad antiviral,
mejoran la actividad de macrofagos
(IFN-y), asi como la actividad de
células T y de células NK (117,121).
El IFN-y interviene ademas en la
reabsorciéon o6sea, inhibiendo la

proliferacion y diferenciacion de las

c¢lulas madre de osteoclastos (98).

’ TNF (a y p. Estas sustancias
son producidas por macréfagos y
células TH, respectivamente y
causan necrosis de ciertos tumores.
El TNF-a es producido por macro-
fagos después de la estimulacion

ocasionada por elementos bacte-

rianos gramnegativos, entre ellos
lipopolisacaridos (LPS) (116). TNF-
B, antes conocido como linfotoxina
(LT), es producido de manera
primaria por células TH. El TNF-a y
el B intervienen en la activacion de
los osteoclastos, estimuldndolos para
que causen reabsorcion oOsea. El
TNF-a ayuda ademas a los
leucocitos en su capacidad para
adherirse a las células endoteliales e
incrementa su fagocitosis y quicio-
taxia. Estos efectos, junto con la
accion sobre los macréfagos que
conduce a la angiogénesis motivada
por macrdofagos, pueden participar en
los cambios vasculares registrados

en la

(116,77).

enfermedad  periodontal
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1.6 CONCEPTOS GENERALES
DE VARIACION GENETICA.
ORIGEN Y CAUSAS.

El ser humano presenta un
grado considerable de variacion
genética, observado en rasgos como
la estatura, la presion sanguinea y el
color de la piel. En el espectro de la
variacion genética se incluyen los
estados patologicos, como la fibrosis
quistica o la neurofibromatosis tipo
1. Esta faceta de la wvariacion
genética constituye el eje central de

la genética médica.

Toda wvariacion genética se
origina a partir del proceso conocido
como mutacion, definida como una
alteracion de la secuencia del ADN.
Las mutaciones pueden afectar a
células somaticas (todas las que no
son germinales) o germinales
(células que producen gametos y
pueden trasmitirse de una generacion

a la siguiente).

Como consecuencia de las
mutaciones, es posible que un gen se
diferencie de un individuo a otro en
términos de su secuencia del ADN.
Se denomina alelo a la version o
secuencia de un gen particular. La
localizacibn de un gen en un
cromosoma se denomina locus (de la
palabra latina que significa “lugar”).
Podria decirse que un individuo tiene
un alelo determinado en el locus de
la betaglobulina en el cromosoma
11. Si un individuo presenta el
mismo alelo en ambos miembros de
un par de cromosomas, se dice que
es homocigético. Si los alelos
difieren en la secuencia de ADN, el

individuo es heterocigético (Fig.9).

Los alelos presentes en un
locus determinado constituyen el
genotipo del individuo. Algunos loci
(plural de locus) presentan una
variabilidad  considerable  entre

individuos.
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Figura 9 Los cromosomas humanos. La nomenclatura usada para ubicar posiciones
a lo largo de los cromosomas se basa en el aspecto fisico y los patrones de
tincion de los cromosomas vistos durante la profase o el comienzo de la
metafase. Todos los cromosomas contienen un brazo corto (p, o petite) y un
brazo largo (q). En este esquema, denominado ideograma, los cromosomas
se representan como aparecen después de tefiirlos con Giemsa (de donde
proviene el término patrones de bandas G). Los genes se localizan segun
sus posiciones dentro de estas bandas. Por ejemplo: 11g23 indica una
posicion en la tercera banda de la segunda region en el brazo largo del
cromosoma 11 las subbandas se designan con puntos decimales (p. ej.

11923 2) (21).

Si un locus tiene dos o mas
alelos, y la frecuencia de cada uno de
los cuales supera el 1% en la
poblacidén, se considera que se trata
de un lJocus polimorfico (muchas
formas). El locus polimorfico se

denomina a menudo polimorfismo

(117).

I Origen de la variacion gené-
tica: Tipos de mutacion. La mayor
parte de nuestra discusion se centrara
en las mutaciones que tienen lugar
en el ADN codificador o en las
secuencias reguladoras, puesto que
las mutaciones que ocurren en otros
segmentos del genoma no suelen

provocar consecuencias clinicas.
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Un tipo importante de

mutacion  monogénica es la
sustitucion de un par de bases, en la
que un par de bases es reemplazado
por otro par. Ello puede originar un
cambio en la secuencia de
aminoacidos, aunque, debido a la
degeneracion del codigo genético,
muchas de estas mutaciones no
alteran las secuencias de
aminodcidos y por lo tanto no tienen
consecuencias. Estas Ultimas se
denominan sustituciones silenciosas
o silentes. A su vez, las sustituciones
de pares de bases pueden ser de dos
tipos basicos: las mutaciones con
cambio de sentido, provocan un
cambio en un uUnico aminoacido,
mientras que las mutaciones sin
sentido, producen uno de los tres
codones de terminacion en el
ARNm: UAA. UGA o UGA. Estos
codones finalizan la traduccion del
ARNm, y, por lo tanto, provocan la
terminacion prematura de la cadena
polipeptidica. A la inversa, cuando
un codon de interrupcion se altera de
modo que codifica un aminoacido, se

produce un polipéptido anormal-

mente alargado. Las alteraciones en

las secuencias de aminodcidos
pueden tener profundas consecuen-
cias. Muchas de las enfermedades
genéticas graves son consecuencia
de las sustituciones de pares de

bases.

El segundo tipo importante de
mutacion consiste en las deleciones
0 inserciones de uno o mas pares de
bases. Estas mutaciones, que pueden
originar la adicion o la pérdida de
aminoacidos en wuna proteina, a
menudo son patoldgicas. Un ejemplo
de este tipo de mutaciéon es la
delecion de 3pb que provoca la
mayoria de casos de fibrosis quistica
diagnosticados en individuos de raza
blanca. Las deleciones e inserciones
tienden a ser especialmente nocivas
cuando el nimero de pares de bases
perdidas o adicionales no es un
multiplo de 3. Puesto que los
codones constan de 3pb, estas
inserciones o deleciones pueden
alterar todos los codones sub-
siguientes. Por ejemplo, la insercion
de una tUnica base (una A en el
segundo codon) convertiria una

secuencia leida como 5°-ACT GAT
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TGC GTT-3’ en una 5’-ACT GAA
TTG CGT-3’. Ello transformaria una
secuencia de aminoacidos de Thr-
Asp-Cys-Val en una de Thr-Glu-
Leu-Arg. Estas mutaciones se
denominan mutaciones de cambio de

la pauta de lectura.

Otros tipos de mutaciones
alteran la regulacion de la transcrip-
cion o de la traduccion. Una
mutacion del promotor puede
reducir la afinidad de la ARN-
polimerasa por un /ocus promotor,
provocando a menudo una disminu-
cion de la produccion de ARNm. El
resultado final es la reduccion de la
produccién de una proteina deter-

minada.

Las mutaciones del potencia-
dor también pueden presentar
efectos similares. Las mutaciones
también pueden interferir en el
proceso de corte y union de los
intrones cuando se forma el ARNm
maduro a partir del ARNm transcrito

primario.

Las mutaciones en los
lugares de corte y union que se
producen en los limites intrén-exon,
alteran la sefial necesaria para la
escision apropiada de un intrén. Ello
puede ocurrir en la secuencia GT que
siempre define el locus donante 5’ o
en la secuencia AG que define el

locus receptor 3’ (Fig.10).

Existen varios tipos de
secuencias de ADN capaces de
propagar copias de si mismas; a
continuacion, estas copias se insertan
en otras localizaciones cromoso-
micas. La insercion de estos
transposones (0 elementos moviles)
puede causar mutaciones de cambio
de la pauta de lectura. Hasta una
fecha reciente, no se habia aclarado
si este fenomeno, que se habia
comprobado en experiencias con
animales, como la mosca de la fruta,
ocurria en el hombre. En la
actualidad, ya se ha comprobado que
la inserciéon de elementos moviles
ocasiona casos aislados de neuro-
fibromatosis de tipo 1 y hemofilia A
(un trastorno de la coagulacioén) en

humanos.
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El Gltimo tipo de mutacién
que consideramos, se ha descubierto
recientemente y afecta secuencias de
ADN repetidas en tandem, que
aparecen en el interior o cerca de
algunos genes patologicos. Un
individuo normal tiene un nimero
relativamente pequefio de estas
repeticiones en tandem (por ejemplo
de 20 a 40). Por motivos todavia no
conocidos, el nimero de repeticiones
puede aumentar de forma espec-
tacular durante la meiosis o,
posiblemente, durante el inicio del
desarrollo fetal, de modo que un
recién nacido puede tener cientos o
incluso miles de repeticiones.
Cuando ello ocurre en determinadas
regiones del genoma, provoca una
enfermedad genética. Igual que otras
mutaciones,  estas  repeticiones
expandidas pueden transmitirse a la
descendencia del paciente. Hoy en
dia se conocen al menos siete
enfermedades genéticas causadas por

repeticiones expandidas.

I Origen de la variacion gené-
tica: Causas de mutacion. Se
conoce un gran numero de agentes
que causan mutaciones inducidas.
Estas mutaciones, que pueden
atribuirse a una causa medioam-
biental conocida, pueden compararse
con las mutaciones espontaneas, que
se originan de modo natural durante
el proceso de replicacion del ADN.
A los agentes que causan mutaciones
inducidas se les denominan colecti-
vamente como mutdgenos. Los
estudios en animales han demostrado
que la radiacion constituye una clase
importante de mutidgeno. La radia-
cion ionizante, tanto la producida por
los rayos X como la de los
accidentes nucleares, puede expulsar
electrones de los atomos, formando
iones con carga eléctrica. Cuando
estos iones se sitlian en la molécula
de ADN o en su proximidad, pueden
provocar reacciones quimicas que
alteran las bases del ADN. La
radiacién ionizante también puede
romper el ADN de doble cadena.
Esta forma de radiacion puede
afectar todas las células del cuerpo,

incluyendo las germinales.
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La radiacion no ionizante no
forma iones cargados, pero puede
excitar los electrones desde una
orbita interna a otra mas externa del
atomo, que se vuelve quimicamente
inestable. La radiacién ultravioleta
(UV), que forma parte de la luz
solar, es un ejemplo de radiacidon no
ionizante. La radiacion UV causa la
formacion de puentes covalentes
entre bases pirimidinicas adyacentes
(es decir, citosina o timina). Estos
dimeros pirimidinicos (un dimero es
una molécula constituida por dos
subunidades) no pueden emparejarse
de modo apropiado con las purinas
durante la replicacion del ADN,
originando la sustituciéon de un par
de bases. Puesto que la epidermis
absorbe la radiacion UV, ésta no
llega a la linea germinal, si bien

puede provocar cancer cutaneo.

Una diversidad de agentes
quimicos puede inducir también
mutaciones, a veces debido a su
similitud quimica con las bases del
ADN. A causa de esta semejanza,

estos andlogos de las bases, como el

5-bromouracilo, pueden reemplazar
una base auténtica del ADN durante
la replicacion. El andlogo no es
exactamente igual a la base que
sustituye, de modo que pueden
provocar errores de emparejamiento
durante las replicaciones subsi-
guientes. Otros mutdgenos quimicos
como los colorantes de acridina,
pueden insertarse fisicamente a si
mismos entre las bases existentes,
distorsionando la hélice del ADN y
ocasionando mutaciones de cambio
de la pauta de lectura. Otros
mutdgenos pueden alterar directa-
mente las bases del ADN,
ocasionando errores de replicacion.
Un ejemplo de esto ultimo lo
constituye el 4cido nitroso, que
elimina un grupo amino de la
citosina, transformandola en uracilo.
Aunque el uracilo se encuentra
normalmente en el ARN, simula la
accion de emparejamiento de la
timina. Por lo tanto, se empareja con
la adenina, en vez de emparejarse
con la guanina, como haria la
citosina original. El resultado final es

la sustitucion de un par de bases.
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En la actualidad se conocen
cientos de agentes quimicos muta-
génicos que se utilizan en animales
de laboratorio. Entre éstos se
encuentran la mostaza nitrogenada,
el cloruro de vinilo, los agentes
alquilantes, el formaldehido, el
nitrito soédico y la sacarina. Debe
resaltarse que algunas de estas
sustancias quimicas son mutdgenos
mucho mas potentes que otras. Por
ejemplo, la mostaza nitrogenada, es
un mutageno potente, mientras que
la sacarina es un compuesto
mutdgeno  relativamente  débil.
Aunque la cafeina (un analogo de la
purina) es mutagénica en algunos
organismos, como las levaduras y los
hongos, no se ha comprobado de
forma  concluyente que  sea
mutagénica en el ser humano. Ello se
debe, en parte, a que la reparacion
del ADN estda muy desarrollada en

los organismos superiores.

Considerando que en cada
division celular se han de replicar
tres mil millones de bases de ADN y
teniendo en cuenta el gran nimero

de mutdgenos a los que estamos

expuestos, la replicacion del ADN es
sorprendentemente exacta. Uno de
los motivos fundamentales de esta
exactitud es el proceso de reparacion
del ADN, que tiene lugar en todas las
células normales de los organismos
superiores. Varias docenas de
enzimas diferentes intervienen en la
reparacion del ADN alterado. Estas
enzimas identifican colectivamente
una base alterada, la eliminan
cortandola del filamento del ADN, la
reemplazan por la base correcta
(determinada por el filamento
complementario) y vuelven a sellar
el ADN. Se calcula que estos
mecanismos de reparacién corrigen

el 99.9% de los errores iniciales.

Las tasas de mutacion varian
considerablemente en  diferentes
partes del genoma. En general, es
mas probable que los genes mas
grandes, debido a su mayor tamafo,
experimenten mutaciones, que los
genes pequefios. También se conoce
la existencia de puntos calientes de
mutacion, especialmente en sequen-
cias de dinucledtidos CG. En las en-

fermedades monogénicas, existe un
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aumento notable del riesgo de muta-
cion por edad paterna avanzada

(117).

1.7 DIVERSIDAD DEL GENO-
MA. POLIMORFISMOS.

El ADN genomico nuclear es
una entidad extremadamente varia-
ble, no solo entre individuos de espe-
cies diferentes (variacidbn maxima,
interespecie), sino también entre
individuos de una misma especie

(variacién minima, intraespecie).

Esta diversidad es responsable
de fendmenos biologicos de tanta
trascendencia como la evolucion de
las especies y, dentro de cada espe-
cie, de la presencia de caracteristicas
diferenciales en cada individuo,

Unicas e irrepetibles.

La diversidad o variabilidad
genética se debe a variaciones en la
secuencia del genoma; por tanto, en
un sentido amplio el concepto de

diversidad se hace sinénimo de poli-

morfismo (muchas formas en su
significado literal,) o, mas correcta-
mente, polimorfismo genético, cro-

mosomico, de secuencia o de ADN.

El polimorfismo afecta tanto a
regiones codificantes del genoma
(polimorfismo génico) como no
codificantes (polimorfismo genético,
en general). En ambos casos puede
consistir en la variacion de un solo
par de bases del ADN o, menos
frecuentemente, de millones de pb
(macromutacion). El primer caso se
conoce hoy dia como polimorfismo
de un solo nucledtido o SNP
(acrénimo  inglés de  single-
nucleotide polymorphism; coloquial-
mente, “snip”’). Cualquier variacion
puede tener lugar en células
germinales o reproductoras, con lo
que se transmite a la descendencia
(polimorfismo hereditario, por ejem-
plo en las enfermedades congénitas),
o bien en células somaticas, no
reproductoras, en cuyo caso no se
transmite (polimorfismo no

hereditario, por ejemplo en la

mayoria de los canceres).
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Inicialmente, la definicidén de
polimorfismo se referia a las
proteinas, y luego a sus genes. Hoy
dia, se debe definir como la
“existencia simultdnea en una pobla-
cion de genomas con distintos alelos
para un locus determinado”, sea éste
génico o mno. Los alelos son
variaciones de la secuencia de ADN
presente en un locus o posicion
definida en un cromosoma; conse-
cuentemente, en una célula diploide
cada locus autosomico estd ocupado
por dos alelos, uno de origen paterno
y otro materno, situados en sendos
cromosomas homologos. El grado de
polimorfismo de una poblacion es
tanto mayor cuantos mas individuos
contenga, viene determinado por el
numero de alelos distintos existentes

para un locus concreto y se refleja en

el grado de heterocigosis, o propor-
cion de individuos heterocigdticos

que forman parte de la poblacion.

Logicamente, la causa ultima
de la existencia de un polimorfismo
es la mutacion del ADN. La
distincion entre el uso de los
términos mutacion y polimorfismo
no es clara ni undnime, pero en
general se asocia el primero con si-
tuaciones excepcionales, en especial
patologicas, mientras que se habla de
polimorfismo cuando la variacion
genética es razonablemente comun
en la poblacion y, por tanto, estable y
nada o poco perjudicial. Por
convenio, se dice que un locus es
polimoérfico cuando la variabilidad

afecta a mas del 1% de la poblacion.

promoter region

€«—— 54321 4142434445 exon

triplets

intron exon intron exon

Figura 10 Representacion esquemitica de un gen. Un gen consta de una region
promotora y otra codificadora. Dentro de la region codificadora, existen
areas que no codifican denominadas intrones. Los exones, contienen
tripletes de nucledtidos (codones) que codifican para un aminodcido

especifico (21).
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Todo polimorfismo es pues,
reflejo del genotipo de los individuos
(constitucion alélica para un locus
determinado o para un conjunto de
ellos). Surge, por tanto, el concepto
de individualidad genética,
entendida como la presencia en todo
individuo de un genoma con una

secuencia caracteristica, Unica para

ese individuo (118).

= Consecuencias  funcionales
del polimorfismo. El polimorfismo
puede tener distinta trascendencia
desde el punto de vista funcional,
dependiendo de si afecta a regiones
no codificantes, reguladoras o
codificantes del genoma, y también
del modo como afecte al mensaje
genético de estas ultimas.
1.  Polimorfismo en regiones
codificantes, o polimorfismo génico.
De la parte codificante del genoma
humano (alrededor de 30.000 genes),
se cree que unas tres cuartas partes
son monomorfos, genes UNIcoS
compartidos sin variacion por todos
los individuos. Estos constituyen la

parte del genoma comun o “de refe-

rencia”’, que define la especie y de-
termina sus caracteristicas (por ejem-
plo, en humanos, presencia de cabe-
za, tronco, extremidades, etc..). Tales
genes son casi idénticos a los corres-
pondientes en la especie mas cercana
(en nuestro caso, el chimpancé con
un 97.8% de similitud). El resto, una
cuarta parte del total (unos 75.000
genes), son polimorfos, sus variacio-
nes, en muchos casos minimas,

determinan el polimorfismo génico.

Dentro del polimorfismo
génico, se pueden distinguir dos
situaciones de acuerdo con su
trascendencia funcional, es decir, su

efecto sobre el fenotipo.

A) Sin efecto fenotipico. Aun
estando la variabilidad localizada en
una secuencia codificante, el
polimorfismo puede no tener
consecuencias sobre el fenotipo (es
decir, sobre el producto génico),
principalmente por dos motivos: que
no se altere la secuencia proteica
codificada (como consecuencia de la

degeneracion del codigo genético, es
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el caso de las mutaciones
silenciosas) o que la variacion ocurra
en una region de la proteina que no
es esencial para su funcion (entre
otras, las mutaciones conserva-
doras). Podrian incluirse también en
este ultimo caso los polimorfismos
que afectan a los intrones, regiones
génicas, pero no codificantes (que,

por tanto, pueden considerarse

también polimorfismos no génicos).

Este tipo de polimorfismo es
el mas comln, responsable de una
diversidad genética enteramente
normal. Las proteinas formadas por
los distintos alelos de un locus de
este tipo son variantes relativamente
comunes, con  secuencias y
estructuras idénticas o similares y
manteniendo una  funcionalidad
similar. Aparece, por ejemplo en
proteinas plasmaticas como inmu-
noglobulinas, o-antitripsina, hapto-
globina, transferrina y ceruloplas-
mina, y en otras proteinas tanto intra-
como extracelulares. Durante anos,
estas formas multiples o variantes de

proteinas  fueron el  principal

producto apreciable del polimor-
fismo, gracias a su separacion,
principalmente mediante electrofo-

resis.

B) Con alteracion del fenotipo. En
otros casos, la wvariacion en la
secuencia del gen modifica la
secuencia de la proteina de tal forma
que afecta a su funcionalidad.
Aunque esta modificacion puede ser
beneficiosa (base de la evolucion), lo
mas comun es encontrar un
polimorfismo patoldgico o deletéreo
(perjudicial). La alteracion puede
modificar las caracteristicas
bioquimicas, fisiologicas o incluso
morfologicas de la célula, pudiendo
llegar a originar procesos
patolégicos, en funcion de Ia

gravedad de dicho efecto fenotipico.

Se puede distinguir entre:

- Variaciones fenotipicas que
no influyen en la susceptibilidad a
enfermedades, caso de los
polimorfismos responsables de la
estatura, el color del pelo, el grupo

sanguineo, etc.
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- Variaciones fenotipicas que
influyen de forma leve o minima en
la susceptibilidad a ciertos procesos
patologicos, tales como los
polimorfismos  responsables  de

rasgos morfologicos complejos.

- Variaciones fenotipicas que
desempenan un papel importante en
la aparicidon de una patologia. Esto es
lo que ocurre, por ejemplo, con las
hemoglobinas anormales, que se
manifiestan en forma de enferme-
dades genéticas. Precisamente, el
concepto de enfermedad genética
constituye la manifestacion mas
obvia y a veces mas extrema de un

cambio genético (118).

II. Polimorfismo en regiones géni-
cas no codificantes. Teniendo en
cuenta la definicién mas completa de
gen, que se establece bajo un criterio
funcional, existen regiones del ADN
que forman parte del gen, pero no
codifican su producto génico. Tal es
el caso de las regiones reguladoras
(promotores), los intrones y las
regiones 5’ y 3’ que, aunque se

conservan en ¢l ARNm, no son

traducidas. Se debe por ello
considerar la posibilidad de polimor-
fismos en estas regiones génicas no
codificantes. Evidentemente aunque
tal polimorfismo no afectarda a la
secuencia de la proteina, puede
afectar a su expresion, dependiendo
de la funcidn que ejerza la secuencia
no codificante que lo sufre. Muchos
polimorfismos en los intrones no
tendran efecto alguno, y seran
equivalentes al polimorfismo en
regiones no génicas. Otros podran
afectar al corte vy

empalme,

resultando un polimorfismo proteico.

Las variaciones en secuencias
promotoras probablemente perturben
la expresion del gen. Por tanto, el
polimorfismo en regiones génicas no
codificantes puede manifestarse o no

en un efecto fenotipico (118).

II1. Polimorfismo en regiones no
génicas. La mayor parte de las
mutaciones del genoma ocurren en
regiones del ADN que no codifican
ningin producto, debido a su mayor
abundancia en el genoma humano y

de otros eucariotas. Por tanto, los
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cambios de bases en este ADN no
tienen efecto fenotipico alguno: no
se altera la secuencia, la estructura o
la funcién proteica, de ahi que
tampoco tengan un interés pato-
logico directo. Son, sin embargo,
polimorfismos de gran interés
aplicado; principalmente, para la
busqueda de genes relacionados con
enfermedades y para la identifi-

cacion genética de individuos.

La elevada cantidad de loci
polimorficos que se encuentran en
ADN no codificante, junto a la falta
de trascendencia funcional de sus
alteraciones (que permite que se
perpetiie libremente en sucesivas
generaciones), hacen que sea éste el
ADN que mas difiere de unos a otros
individuos. Como consecuencia, una
de las propiedades mas notables del
genoma de un individuo es la
exclusividad de su perfil genético
(salvo para los hermanos gemelos
univitelinos, individuos clonicos que
tendran los mismos alelos en cada
uno de sus loci, aunque incluso en
este caso pueden existir diferencias

debidas a mutaciones somaticas). Se

puede, por tanto, utilizar el anélisis
de estos polimorfismos para la
identificacion de una persona, con
una fiabilidad igual o superior a la de
las huellas dactilares, lo que ha dado
lugar al término huella genética o
huella dactilar genética. Con este
objeto se emplean principalmente los
polimorfismos en las regiones de
ADN mini- y microsatélite. Por otra
parte, puesto que las secuencias no
codificantes no proporcionan infor-
macion sobre caracteristicas especia-
les de las personas (posibles enfer-
medades, cualidades fisicas o psiqui-
cas, etc.), el andlisis basado en poli-
morfismos de regiones no codifi-
cantes posee la ventaja de evitar

cualquier conflicto ético (118).
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1.8 EL POLIMORFISMO DE
LOS GENES DE LA IL-1. SU
RELACION CON LA ENFER-
MEDAD PERIODONTAL.

Una vez descrita la enfer-
medad periodontal, los factores
etiologicos que la rodean, la
respuesta inmunoldgica del huésped
y ciertos conceptos necesarios de
genética médica. Hemos llegado a
este ultimo apartado, donde el tema
principal de nuestra investigacion, el
polimorfismo de los genes de la IL-

1, adquiere el maximo interés.

Como ya se ha visto anterior-
mente, son tres los productos bioqui-
micos presentes en la respuesta
inflamatoria del huésped, los cuales
estan fuertemente asociados a la
severidad y progresion de la enfer-
medad periodontal; las interleug-
uinas (IL-1), las prostaglandinas
(PGE2) y las metaloproteina-sas de
la matriz (MMPs). De ellas nos
hemos centrado en la IL-1 y en

particular en su forma beta.

La IL-1, presenta dos formas
distintas de expresion en lo que
concierne a su configuracion. Una
forma o y otra forma . Aunque las
dos formas sélo presentan un 27% de
aminoacidos homologos, se unen con
idéntica afinidad al mismo receptor
(119). Tanto la forma o como la
forma 3, tienen la propiedad de ser
potentes mediadores de la reab-
sorcion osea (120). En especial la IL-
1B, la cual inhibe la formacion osea,
estimulando la sintesis de prosta-

glandinas y tromboxanos (121,122).

La IL-1ra, es la tercera molécula
dentro de la familia de la IL-1. Se
une al mismo receptor que las ante-
riores, aunque no presenta ninguna

actividad biologica (123).

Diferentes estudios han de-
mostrado que la IL-1B es 15 veces
mas potente que la IL-la y 500
veces mas potente que la TNFa y la
linfotoxina en la mediacion de la
reabsorcion 6sea “in vitro” (121).
Ademas la IL-1B y el TNFa se han

aislado en (FGC) de lugares con
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periodontitis, en mayor cantidad que
la IL-1a (124,125). Estas cantidades
de IL-1P son de 10 a 50 veces
mayores con respecto a la IL-la
(126). Estas son dos de las
principales razones por las que nos
decantamos por esta forma de la

proteina.

La produccién de la interleu-
quina-1 (IL-1) viene regulada por la
presencia de tres genes diferentes. El
gen de la interleuquina-lalpha (IL-
1A), el gen de la interleuquina-1beta
(IL-1B) y por ultimo el gen de la
interleuquina antagonista del recep-

tor (IL-RN) (127).

Estos tres genes, se encuen-
tran localizados en el cromosoma
2ql3, y todos ellos muy proximos

entre si.

El gen de la IL-1A, controla
la produccion y sintesis de la
proteina mediadora de la inflamacion
interleuquina-lalpha (IL-1a); el gen

de la IL-1B, controla la produccién y

sintesis de la proteina mediadora de
la inflamacion interleuquina-1beta
(IL-1B), mientras que el gen de la
IL-RN, controla la produccién y
sintesis de la proteina antagonista
(IL-ra), encargada de anular la
accion de las proteinas IL-la e

IL-1P.

Como ya hemos visto en
apartados anteriores, la pareja de
alelos que se encuentran ubicados en
el locus de cada gen, puede variar de
un individuo a otro.Aquellos genes,
en los que se descubre esta posible
variacion, reciben el nombre de
genes polimorficos. Por tanto, los
genes de la IL-1A y de la IL-1B son

genes polimorficos.

El polimorfismo genético
que sufren los genes de la IL-1A y
de la IL-1B, tiene lugar en un s6lo
nucledtido (SNP) del total de
nucleoétidos que constituyen un alelo,
sustituyéndose un par de bases
nitrogenadas por otro par de bases

distintas.
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Figura 11 Los genes para la IL-1a y la IL-1B, localizados en el cromosoma 2. Se indican
con flechas negras donde se encontrarian los posibles polimorfismos de ambos

genes. (21).

Esta sustitucion de pares de
bases, puede presentarse tanto en
uno como o en ambos alelos (Fig.

11).

Segin Kornman (128), se
considera a un individuo “genotipo
positive” para los genes de la IL-1,
cuando posee al menos un
polimorfismo (alelo 2) en uno de sus
dos alelos para el gen de la IL-1A y
al menos un polimorfismo (alelo 2)
en uno de sus dos alelos para el gen

de la IL-1B.

El término “alelo 2” se
emplea para definir la segunda forma
mas frecuente de encontrarnos una
secuencia de nucledtidos de un

determinado alelo.

Podemos definir a los tres
genes que codifican la proteina IL-1,
como genes autosomicos dominan-
tes. Esto se debe a que cuando
aparece un polimorfismo aunque tan
solo sea en uno de los alelos, se
aprecian cantidades de

IL-1, la

mayores

proteina cual estd
fuertemente asociada a la actividad

de la enfermedad periodontal.
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Una vez definido el término
genotipo positivo para la IL-1,
expondremos una serie de apartados
donde se observa, como estos
pacientes presentan una serie de
caracteristicas particulares debidas a

su genotipo.

B Pacientes genotipo positivo
para los genes de la IL-1 y su mayor
respuesta inflamatoria frente a
microorganismos. Numerosos arti-
culos han demostrado una clara
asociacion entre el estado periodon-
tal del paciente y una mayor
concentracion de IL-1 en el fluido
crevicular, en especial de su forma
beta.

Stashenco y colaboradores
(129), tomaron muestras de IL-13 en
tres zonas diferentes; con actividad
de la enfermedad, con inactividad de
la enfermedad y lugares sanos, todas
estas muestras se tomaron de 12
pacientes con enfermedad periodon-
tal del adulto. Observaron que en las
zonas con actividad de la enfer-
medad, la concentracion de IL-1B
aislada era significativamente mayor

al de las zonas sanas. Otros articulos

con un disefio similar han llegado a
los mismos resultados (130,131,-

132).

Gonzales y colaboradores, en
un modelo de estudio de gingivitis
experimental, tomaron muestras a 12
pacientes sanos de IL-1p en FGC en
los dias 0, 7, 14 y 18. Demostraron
claramente un incremento en la
concentracion de IL-1B en las zonas
con gingivitis experimental (133).
Idénticos resultados han obtenido
otros investigadores en estudios

similares (134,135).

Segin los resultados obteni-
dos en diferentes estudios, se llega a
la conclusion de que la concentra-
cion de IL-1P en zonas sanguino-
lentas con enfermedad periodontal,
es aproximadamente 10 veces mayor

que en zonas sanas (136,137,138).

Con respecto al papel que
desempefia el tabaco en |las
concentraciones de IL-1f y de IL-1ra
en GCF, Bostrom y colaboradores
(139), realizaron un estudio donde

tomaron muestras a 22 pacientes
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periodontales fumadores y a 18
pacientes periodontales no fumado-
res. Tras analizar las muestras de IL-
1B y de IL-1ra, observaron que no
existian diferencias significativas en
cuanto a las concentraciones que
presentaban los dos grupos de

estudio.

La IL-1 y el TNF-a son
potentes  estimuladores de la
reabsorcion 6sea. Por lo tanto, una
sobreproduccion de cualquiera de
estas dos citoquinas provocada por
algln tipo de polimorfismo genético,
se cree que pueda ser uno de los
mecanismos responsables de la
destruccién del tejido periodontal.
Asi mismo, un estudio experimental
realizado en monos, observd que la
inhibicion simultinea de la IL-1 y
del TNF, prevenia en su mayor parte

de la reabsorcion o0sea de la enferme-

dad periodontal (140).

Algunos individuos, que pro-
ducen mayor cantidad de IL-1 que
otros, no so6lo lo hacen en una medi-
cion concreta, sino que sus niveles

de IL-1 estan  incrementados

siempre. Ademas esta particularidad,
tiende a heredarse dentro de una

misma familia.

Hoy en dia, sabemos que las
variaciones en ciertos genes de la IL-
1, son responsables de provocar una
sobreproduccion de esta proteina al
estar el individuo expuesto a una

carga bacteriana.

En algunos estudios in vitro,
se procedid a aislar células sangui-
neas de la serie blanca, las cuales
han sido incubadas en el laboratorio
junto a productos de bacterias gram-
negativo, observandose significativa-
mente una mayor produccion de IL-
1B en aquellas células procedentes de
individuos con genotipo positivo

(141,142,143).

Pociot y colaboradores, rea-
lizaron un estudio “in vitro” acerca
de la produccion de IL-1B por parte
de monocitos de pacientes de los
cuales no se conocia su estado
periodontal. Informaron que los
individuos heterocigoticos positivos

(al menos un alelo 2) para el gen de
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la IL-1B +3953, producian entre un
30-40% mas de IL-1B frente a LPS
de E.coli que los individuos geno-
tipo negativo para el mismo
polimorfismo. Mientras que los
individuos homocigodticos positivos
para el gen de la IL-1B +3953,
producian un 50% mas de IL-1p que
los individuos genotipo negativo

(143).

En un estudio reciente, se
observo que los niveles de IL-1f en
FCG eran significativamente
mayores en pacientes genotipo posi-
tivo, que en pacientes genotipo
negativo (144). De hecho, las
diferencias mas significativas entre
los pacientes genotipo positivo y
genotipo negativo, se encontraron en
bolsas periodontales < 4mm. En las
zonas donde se presentaban formas
leve-moderada de la enfermedad, los
individuos genotipo positivo,
presentaban valores de IL-1f en
FGC 2.5 veces mayores que
individuos genotipo negativo con

una (p = 0.03).

En otro estudio, se observo
que el presentar un polimorfismo
genético denominado alelo 2 en el
locus del gen IL-1A, en su posicion -
889. Esta asociado a un incremento
en los niveles de la proteina IL-1a.
Este incremento de proteina en
pacientes con periodontitis severa es
aproximadamente  cuatro  veces
mayor de lo normal. Estas
diferencias se evidencian, con mayor

claridad, en individuos no fumadores

(145).

Kornman y colaboradores,
realizaron un estudio con sujetos de
herencia norte europea que no eran
fumadores, observaron que el
polimorfismo compuesto de la IL-1a
en la posicion -889 y el de la IL-1-P
en la posicion +3953 (genotipo
positivo), era significativamente mas
frecuente en sujetos con periodontitis
avanzada (67% OR=18.9), en
comparacion con los sujetos con
periodontitis leve o sin enfermedad

periodontal (22%). Este estudio nos

sugiere que el llevar presente el alelo



Introduccion

66

2 tanto en forma homocigética como
heterocigbtica en ambos locus,
predispone en mayor medida a estos
individuos a desarrollar la enferme-

dad periodontal en su estado severo

(128).

Otro estudio realizado con no
fumadores o ex fumadores con una
historia de < 5 paquetes/ano,
investigé la presencia de polimor-
fismos en otro conjunto de genes, IL-
la (+4845) e IL-1B (+3954). Se
concluyd que el presentar estos dos
polimorfismos de manera conjunta,
supone un riesgo mayor (OR=3.8-
5.3) de padecer enfermedad
periodontal severa, en comparacion

con los sujetos sin variaciones

genéticas (146).

En otros dos estudios donde
solo se estudié el polimorfismo del
gen IL-1B en la posicion +3953, se
observdO que existia una clara
asociacion entre el presentar este
polimorfismo genético y padecer la
enfermedad periodontal del adulto. A
pesar de incluir pacientes fumadores

en el estudio, fueron capaces de

encontrar diferencias significativas

(147,148).

De acuerdo con lo anterior-
mente expuesto, se puede afirmar
que hay suficiente documentacion
capaz de evidenciar una fuerte
relacion entre los  individuos
genotipo positivo para los genes de
la IL-1 y una sobreproduccion de IL-
1B en FGC. Asi mismo, la relacion
entre los individuos genotipo
positivo para el gen de la IL-1 y la
presencia de la  enfermedad

periodontal, también dispone de una

contrastada evidencia cientifica.

B Pacientes genotipo positivo
para los genes de la IL-1 y una
mayor presencia de bacterias y
patogenos  asociados con la
enfermedad periodontal activa.
Socransky y col., estudiaron durante
muchos anos el papel que desempe-
naban determinadas bacterias en el
desarrollo de la enfermedad perio-
dontal. Identificaron grupos espe-
cificos de bacterias que se encontra-

ban en conjunto en la progresion de

la enfermedad periodontal. Las



Introduccion

67

especies bacterianas mas comun-
mente asociadas al progreso de la
enfermedad periodontal las denomi-

naron complejos rojo y naranja.

En un estudio mas reciente, se
encontro que los individuos genotipo
positivo para el gen de la IL-1,
presentaban valores mayores de los
complejos rojo y naranja que los
individuos genotipo negativo (149).
Las bacterias pertenecientes a los
complejos rojo y naranja, dependen
de los productos titulares para crecer
y  multiplicarse. Una  posible
explicacion a esta asociacion, puede
ser que las bacterias de estos
complejos son capaces de activar el
proceso inflamatorio dentro de los
tejidos. Y por lo tanto en aquellos
individuos genotipo positivo para el
gen de la IL-1 se puede encontrar
con una exagerada inflamacion y
sangrado, proveyendo nutrientes
extra para el crecimiento de los

patogenos.

W Pacientes genotipo positivo
para los genes de la IL-1 y su peor
respuesta al tratamiento periodontal
y a la osteointegracion de los
implantes. McGuire y  Nunn,
realizaron un estudio en wuna
poblacion de pacientes que habian
sido sometidos a un manteniemiento
periodontal por un periodo de tiempo
de entre 5 y 14 afios. Evaluaron las
causas de la pérdida dentaria, pero
¢stas fueron evaluadas tras el
tratamiento periodontal completo y
durante las fases de mantenimiento.
Los investigadores sélo encontraron
dos factores significativos capaces
de predecir la pérdida dentaria: por
un lado el ser genotipo positivo para
el gen de la IL-1 y por otro, el ser un
paciente gran fumador (mas de 40
paquetes/afio). El poseer un genotipo
positivo para el gen de la IL-1,
incrementd el riesgo de pérdida
dentaria en 2.7, mientras que el ser
un paciente gran fumador (mas de 40
paquetes/afio) lo incrementd en 2.9.
Ademads, aquellos pacientes que
siendo grandes fumadores presenta-

ron un genotipo positivo para el gen

de la IL-1, el riesgo de pérdida
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dentaria se incrementd hasta un 7.7.
El resto de parametros clinicos
tradicionalmente usados para deter-
minar el prondstico de un diente,
solo fue valido para pacientes
genotipo negativo para el gen de la
IL-1 y que ademas fuesen no

fumadores (150).

Lang y colaboradores reali-
zaron un estudio en una poblacion de
pacientes en mantenimiento perio-
dontal. A los 323 pacientes del
estudio, se les practicO un examen
periodontal que incluia mediciones
de profundidad de sondaje y de
zonas sangrantes tras el sondaje.
Ademds se les tom6 una muestra
sanguinea para determinar su
genotipo para el gen de la IL-1A y
de la IL-1B. Dentro del grupo de
pacientes no fumadores, se encon-
traron  diferencias  significativas
(p=0.03) entre los individuos geno-
tipo positivo para el gen de la IL-1y
un incremento en las zonas
sangrantes tras el sondaje. De hecho,

los pacientes genotipo negativo para

el gen de la IL-1 presentaban un 50%

menos de zonas sangrantes tras el
sondaje. Concluyen que el aumento
de zonas sangrantes tras el sondaje
en sujetos genotipo positivo, indica
que aquellos individuos presentan
una respuesta inflamatoria genética-
mente predeterminada, la cual se
observa en la respuesta clinica de los

tejidos periodontales (151).

En otro estudio, se evaluaron
los resultados obtenidos tras el
empleo de técnicas quirurgicas de
regeneracion tisular guiada en zonas
con pérdida de insercion periodontal.
En ninguno de los 40 pacientes
tratados con cirugia, se detectd
diferencias significativas en cuanto a
los resultados clinicos después del
primer afio de tratamiento. Transcu-
rridos cuatro afios de la cirugia de
regeneracion, los pacientes que
presentaron un genotipo negativo
para el gen de la IL-1, manifestaron
un 73% de zonas estables tras el
tratamiento (se pierde menos de
Imm de insercion clinica), en
cambio, los pacientes que presenta-

ron un genotipo positivo para el gen
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de la IL-1, manifestaron tan sélo un
21.4% de zonas estables tras el

tratamiento de regeneracion (152).

Actualmente los implantes
dentales se han convertido en una
parte integral de la periodoncia y la
odontologia restauradora. Sin embar-
go, a pesar de las recientes publica-
ciones acerca de la predictibibilidad
de los tratamientos con implantes,
existen muy pocos estudios relacio-
nando la influencia de la genética

con el éxito de los implantes.

En uno de estos estudios,
investigaron la relacion existente
entre diferentes factores tales como:
el genotipo de la IL-1, el habito de
fumar y la edad. Con la super-
vivencia de los implantes en relacion
con su osteointegracion. Se compara-
ron 27 pacientes que habian perdido
33 implantes, o al menos perdido un
50% de hueso alrededor del mismo,
con 38 pacientes sin pérdida Osea o
de implantes. Se demostré que el
tabaco incrementaba el riesgo de
pérdida de implantes en al menos

2.5. Por el contrario, no se detectaron

diferencias significativas en los otros
dos factores que se estudiaron, ni la
edad, ni el tener genotipo positivo
para los genes de la IL-1 incre-
mentaban el riesgo de pérdida de

implantes (153).

Rogers y colaboradores, en un
estudio mas reciente, tampoco
encontraron diferencias significati-
vas entre pacientes de raza caucasia-
na con genotipo positivo para la IL-
1A (-899) y para la IL-1B (+3953) y
una mayor riesgo de pérdida de
implantes (154).

En otro estudio cuyos
objetivos se centraban en: 1)
investigar la relacion entre el
polimorfismo especifico del gen de
la IL-1 y la pérdida oOsea peri-
implantaria en implantes dentales
ITI®. 2) explorar la asociacion entre
ésta variacion alélica del gen de la
IL-1 y la inflamacién peri-
implantaria de la mucosa. En una
poblacion con individuos fumadores
y no fumadores. Sugirieron que en
aquellos pacientes con un gran

habito de fumar y que ademas
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presentaban polimorfismo positivo
del gen de la IL-1, se les asocid un
mayor riesgo de sufrir pérdida 6sea
peri-implantaria después de Ia
rehabilitacion protésica y durante las
fases de mantenimiento periodontal

(155).

B Pacientes genotipo positivo
para los genes de la IL-1. Su
prevalencia. Con respecto a la fre-
cuencia en la aparicion de polimor-
fismos genéticos, existen numerosos
estudios capaces de afirmar que el
polimorfismo del gen de la IL-1, se
distribuye de manera similar en la
mayoria de las poblaciones. Siendo
aproximadamente el 30% de la
poblacion caucasiana, quien presenta

este tipo de polimorfismo genético.

Como hemos descrito ante-
riormente, Kornman (128) considera
a un individuo “genotipo positivo”
para el gen de la IL-1, cuando posee
al menos un polimorfismo (alelo 2)
en uno de sus dos alelos para el gen
de la IL-1A y al menos un polimor-
fismo (alelo 2) en uno de sus dos

alelos para el gen de la IL-1B.

Partiendo de este concepto,
podemos afirmar que la prevalencia
de individuos genotipo positivos en
una poblacion Norte-Europea es

de un 29.1% (128).

Asi mismo, la prevalencia en
una poblacion suiza es del 35.3%
(151). Muy similar al de una po-
blacion italiana, donde se encontrd

una prevalencia del 35% (152).

En lo que respecta a la
poblacion norte-americana se han
encontrado diferentes resultados se-
gin cada estudio, McGuire y cola-
boradores, encontraron una preva-
lencia del 38% (150), Engebrestson
y colaboradores del 29% (144),
mientras que McDevitt y colabo-
radores, encontraron una prevalen-

cia del 34% (146).

Mientras en la poblacion
hispana, la prevalencia de individuos
genotipo positivos es del 26%
(156). Mientras que dentro de la
poblacion griega es del 40% (157).
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Como se puede observar, la
prevalencia del polimorfismo com-
puesto de los genes de la IL-1A y la
IL-1B, es muy similar entre las
distintas poblaciones de raza cauca-
siana. Sin embargo, esta homoge-
neidad se ve alterada en otras etnias.
Varios ejemplos de esta discrepan-
cia, se contemplan en la poblacion

china, afro-americana y tailandesa.

Armitage y col. (158), encon-
traron que la prevalencia de indivi-
duos genotipo positivos dentro de
una poblacion china era del 2.3%.
Asi mismo, Anusaksathien y col.,
encuentraron una prevalencia del
1.6% en una poblacién tailandesa
(159). Esta cifra es muy similar a la

encontrada por Armitage.

Los resultados encontrados
por Walker y col., demostraron otra

discrepancia con la raza caucasiana.

Siendo la prevalencia de individuos
genotipo positivos dentro de una
poblacion Afro-Americana del 15%

(160).

71
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1. Determinar la concentracién de IL-1B en el fluido gingival crevicular, en
el grupo de pacientes con enfermedad periodontal y en el grupo control de

individuos sanos.

2. Comparar los niveles de IL-1P en el fluido gingival crevicular entre los
dos grupos de estudio. Un grupo de casos (pacientes con enfermedad

periodontal) y un grupo de controles (sin enfermedad periodontal).

3. Encontrar posibles asociaciones y/o correlaciones entre la concentracion
de IL-1B en el fluido gingival crevicular y algunos parametros clinicos
periodontales (sangrado al sondaje, profundidad de la bolsa...), en ambos

grupos del estudio.

4. Determinar el genotipo de la IL-1A y el de la IL-1B, en el grupo de

pacientes con enfermedad periodontal y en el grupo de pacientes sanos.

5. Comparar el genotipo de la IL-1A y el de la IL-1B entre los dos grupos

de estudio.

6. Relacionar las concentraciones de IL-1f en el fluido gingival crevicular
con el genotipo para el gen de la IL-1 entre los dos grupos que integran el

estudio.

7. Identificar la prevalencia de individuos que presentan el polimorfismo del

gen de la IL-1 en una poblacidn espaiiola.
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I11.1 DISENO EXPERIMENTAL.

Nuestra investigacion se pue-
de describir como un estudio obser-
vacional, transversal y retrospectivo.
Por tanto el disefio del estudio
coincide con el modelo de Casos y
Controles. Comprende una poblacion
de 50 individuos, agrupados en dos
grupos de 25 sujetos: un grupo de
enfermos periodontales y otro de

control, sanos.

A los pacientes se les solicito
que rellenasen un historial médico y
dental, en el que figuraban datos de
filiacion, edad, sexo, raza, habitos,
lugar de nacimiento suyo y de sus
progenitores y otros datos de interés.
Asi mismo, se les entregd una hoja
de consentimiento informado, sobre
la que se les explicd y se les requirid
que diesen su conformidad, en el
caso de estar de acuerdo con la

investigacion que se iba a realizar.

Los pacientes que reunieron
los criterios necesarios para entrar a
formar parte del estudio, fueron

sometidos a un estudio periodontal

completo, al cual se le afiadio la
toma de muestras de IL-1 del fluido
gingival crevicular. Posteriormente
se procedid a determinar la cantidad
y concentracion de IL-1f con Ia
ayuda de unos kits de “Enzyme
Linked-Immuno-Sorbent Assay” (E-
LISA). Todos estos procesos se rea-
lizaron en el Master de Periodoncia
de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Complutense de Madrid
(UCM).

Posteriormente los pacientes
fueron conducidos a la Unidad
Coronaria de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad Complutense
de Madrid, para la extraccion de una
muestra sanguinea, con la cual
obtener una analitica general del
paciente. Parte de esta muestra
sanguinea nos sirvié para obtener el
ADN necesario para determinar el
genotipo de los genes de la IL-1A e
IL-1B. Estos pasos se realizaron en
el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Facultad de
Veterinaria de la  Universidad

Complutense de Madrid.
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I11.2 DESCRIPCION DE LA PO-
BLACION DE ESTUDIO.

Las personas que integraron
nuestro estudio, fueron seleccionadas
a partir de pacientes consecutivos
que reunian los criterios de inclu-
sion, pertenecientes al ~ Master de
Periodoncia de la Facultad de Odon-
tologia de la Universidad Compl.-
tense de Madrid. El tamafio muestral
del estudio se constituyd con 50
pacientes divididos en dos grupos de
25 personas cada uno. En funcion de
los criterios de inclusion, que mas
adelante se expondran, los pacientes
formaron parte de wun grupo de

enfermos periodontales o de un

grupo de pacientes sanos (control).

El grupo de paciente con en-
fermedad periodontal activa, estuvo
formado por 12 hombres y 13
mujeres con enfermedad periodontal
del adulto de grado moderada-
severa. Sus edades se comprendian
entre los 25 y 50 afos (media n =
41.96 + 8.31). Los pacientes eran de
raza caucasiana y nacidos en Espaiia,

al igual que sus progenitores.

El grupo de pacientes control,
estuvo formado por 12 hombres y 13
mujeres sanos, con ausencia de
gingivitis y enfermedad periodontal.
Sus edades se comprendian entre los
25 y 47 anos (media n = 36.56 =+
6.75). Los pacientes eran de raza
caucasiana y nacidos en Espaia, al

igual que sus progenitores.

| Criterios de inclusion (comu-

nes a los dos grupos):

1. Pacientes con edades com-

prendidas entre 25-60 afios.

2. Pacientes de cualquiera de los
dos sexos.
3. Pacientes de raza caucasiana y

nacidos en Espafia, al igual que sus
progenitores.

4. Pacientes no fumadores (no
haber fumado nunca, o al menos lle-
var 5 afios sin fumar).

5. Aceptar y firmar el consenti-
miento informado.

6. Presentar al menos 20 piezas
permanentes en boca, excluyendo los
terceros molares. Debia de existir al
menos un molar y un premolar en

cada uno de los cuadrantes.
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| Criterios de exclusion (co-

munes a los dos grupos):

1. Padecer enfermedades sisté-
micas como: VIH, diabetes, hepati-
tis, desordenes inmunitarios, proble-
mas de coagulacion, etc.

2. Ser fumador

3. En el caso de ser mujeres, no
estar embarazadas, ni en periodo de
lactancia o recibiendo tratamiento
hormonal femenino.

4. No tomar medicamentos de
forma crénica: inmunosupresores,
AINES, antidiabéticos, antibioticos,
etc.

5. No haber tomado antiflama-
torios, antibioticos en los ultimos 6
meses antes del comienzo del estu-
dio.

6. No aceptar firmar el consenti-

miento informado.

u Criterios de inclusion (grupo

control):

7. Ausencia de enfermedad pe-
riodotal. Determinada, por la ausen-

cia de bolsas periodontales, de pér-

dida de insercion y de reabsorcion
Osea.

8. Ausencia de signos de gingi-
vitis. Un nivel de sangrado al sonda-
je <15%.

9. Perdida de insercion en todas
las piezas dentales < 2mm.

10.  Profundidad de sondaje en to-

das las piezas dentales < 3mm.

I Criterios de inclusion (grupo

con enfermedad periodontal):

1. Pacientes con enfermedad pe-
riodontal crénica de grado modera-
da-severa; debian presentar al menos
dos dientes por cada cuadrante con
una pérdida de insercion de > Smm
y sangrado al sondaje.

2. Evidencia radiografica de pér-
dida 6sea de al menos un 30%.

3. No haber recibido tratamiento
periodontal en el ultimo afo, ni estar
en un programa de mantenimiento

periodontal.
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III.3 OBTENCION DE PARA-
METROS CLINICOS.

Con el objetivo de identificar
a todos aquellos pacientes que
pudieran reunir los criterios de
inclusion de nuestro estudio, se les
entregd un documento donde se
recopilaron los aspectos mas impor-
tantes referentes a la historia médica
y dental de cada uno de los pacientes
que acudian al Master de Perio-
doncia de la Facultad de Odonto-
logia. Los pacientes que superaron
los criterios médicos y dentales,
pasaron a la toma de registros, de los

siguientes parametros clinicos:

1. Profundidad de sondaje: de-
finida por la distancia en mm
comprendida entre el margen gin-
gival libre de la encia y el fondo de
la bolsa (la sonda se introduce hasta

el comienzo del tejido conectivo).

2. Recesion gingival: definida
por la distancia en mm comprendida
entre el margen gingival libre de la
encia y la linea amelocementaria

(LAC), que es la unién entre el

esmalte de la corona y el cemento de

la raiz.

3. Pérdida de insercion: defini-
da por la suma algebraica de la pro-
fundidad de sondaje y la recesion

gingival.

4. Movilidad dentaria: definida
por la movilidad que presenta el
diente en mm, tras ejercer fuerzas
horizontales con dos instrumentos
rigidos contrapuestos. Se clasifico
en: movilidad 0 = no presenta
movilidad, movilidad I = presenta
una movilidad horizontal menor a
1 mm, movilidad II = presenta una

movilidad horizontal mayor a 1 mm

y movilidad [Il = presenta movi-

lidad vertical (intrusion).

5. Presencia de furca: definida
por el grado de exposicién de furca
de aquellos dientes con 2 o mas
raices. Se clasificd en: clase I = la
sonda se introduce menos de 2 mm
en la furca, clase II = la sonda se
introduce mas de 2 mm en la furca y
clase IIl = la sonda atraviesa por

completo la furca.
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6. Indice de placa dental: se
registra como una variable dico-
tomica, presencia o ausencia de
placa. Se calcula como la cantidad de
superficies con placa, multiplicada
por 100 y dividida por el numero

total de superficies.

7. Indice de sangrado al sonda-
je: se registra como una variable
dicotdmica, presencia o ausencia de
sangrado al sondaje. Se calcula como
la cantidad de superficies con san-
grado, multiplicada por 100 y divi-
dida por el numero total de super-
ficies. Una vez que se sonda la
superficie, se espera entre 15 — 30

segundos para registrar el sangrado.

El registro de todos estos
parametros clinicos, asi como la
toma de muestras de IL-1 del fluido
gingival crevicular, fue realizado por

un unico profesional.

Para el registro de todos los
parametros clinicos se empled una

sonda periodontal calibrada de 3 mm

en 3 mm. Se tomaron 6 registros
para todos los pardmetros clinicos, a
excepcion de la presencia de furca y
movilidad. Estos registros se reali-
zaron en las superficies: mesio-vesti-
bular, vestibular, disto-vestibular,
mesio-lingual, lingual y disto-lingual

de cada diente.

II1.4 RECOGIDA DE MUES-
TRAS DE IL-1p EN (FGC)
Y SU RECUENTO.

Después de haber registrado
los pardmetros clinicos de todos los
pacientes, se dispuso de la suficiente
informacidon para conocer los que
reunian los criterios de inclusion de
nuestro estudio. En aquellos pacien-
tes que cumplian con los requisitos,
se procedio a explicarles la hipotesis
y objetivos del estudio, y se les hizo
entrega de un consentimiento infor-

mado para su aprobacion.
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B Recogida de la muestra de
IL-1f en (FGC):

En el momento justo antes de tomar
la muestra de IL-1, se retir6 la placa
y el calculo supragingival, para fa-
cilitar la entrada de la tira de

papel en el surco gingival.

Dentro del grupo de pacientes
sanos se tomaron dos muestras de
IL-1 B. La superficie mesiovestibular
de los primeros molares superiores
(izquierdo y derecho) fue la locali-
zacion elegida para la obtencion de
cada una de ellas. En aquellos casos
donde el primer molar superior
estuvo ausente, la muestra se tomo
de la pieza mas proxima a este
molar. La eleccion de estas locali-
zaciones se debid6 a que en la
mayoria de enfermos periodontales,
la ubicacion de bolsas profundas se
encuentra en los sectores posteriores.
Y que al tomar las muestras en
piezas de la arcada superior, se evita
en mayor medida la contaminacion
por saliva. Ademas, las localiza-
ciones mesiovestibulares facilitan la

entrada de las tiras de papel.

Dentro del grupo de pacientes
con enfermedad periodontal, también
se tomaron dos muestras de IL-1p.
Las localizaciones elegidas fueron
aquellas que presentaron una mayor
profundidad al sondaje junto con
signos de actividad de la enfer-
medad. Al tratarse de un estudio
transversal no se pudo reevaluar al
paciente y determinar como zona
activa aquella que experimentase una
nueva pérdida de insercion > 2 mm,
por ello sélo nos pudimos ayudar del
signo clinico “sangrado al sondaje”
para detectar la actividad de la
enfermedad. Por lo tanto, se tomo
una muestra de la bolsa activa de
mayor profundidad de la arcada
superior izquierda y otra muestra de
la bolsa activa de mayor profundidad

de la arcada superior derecha.

Antes de tomar la muestra del
FGC se aislo la zona, para ello nos
ayudamos de wunas torundas de
algodon. Con el eyector de saliva
colocado en la boca del paciente,
procedimos a aplicar aire con la

jeringa del equipo, el tiempo de apli-
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cacion no fue superior a 5 segundos
y con una angulacién casi paralela al
eje longitudinal del diente. Es
importante no desecar el surco
gingival; si esto sucede, debemos
esperar unos 30 segundos a que se
vuelva a embeber de los compo-
nentes que se encuentran en el fluido

gingival crevicular (Fig.12).

(Figura 12)

Una vez aislada la zona, se
tomo6 una tira de papel precortada,
estéril (Harco electronics, Tustin,
CA. USA.) y se colocd en el lector
del  periotron 8000  (Harco
electronics, Irving, CA. USA.). Este
lector debe estar siempre seco y
descon-taminado. Incluso, entre una
mues-tra y la siguiente se deberd

limpiar y secar perfectamente

(Fig.13).

(Figura 13)

La primera tira de papel
siempre deberd calibrarse, para ello
nos servimos de la rueda de
calibracion del periotron, ajustando
a cero la cifra de la pantalla digi-

tal (Fig.14).

(Figura 14)

El periotron 8000 (Harco
electronics, Irving, CA. USA.),

también requirid6 de una calibracion
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previa. El procedimiento empleado
para la calibracion del periotron fue
descrito por Gonzales y col. (133).
Para ello, se emplearon tiras de papel
mojadas con suero humano y agua
destilada. Estas tiras se mojaban con
unos volumenes conocidos (0.1 ul —
0.8 ul), una vez colocadas en el
lector del periotron, se anotaban los
datos numéricos que aparecian en la
pantalla digital. Como siempre, antes
de empezar a medir las tiras con
suero, se calibrd el periotron a cero
con una tira de papel seca. Con todos
los datos del periotron y los
volimenes conocidos de suero, se
construyé la curva de calibracion
del periotrén, que nos sirvid poste-
riormente para determinar las con-
centraciones de las proteinas que

deseamos cuantificar.

Después de haber calibrado la
tira de papel, ésta se introdujo en el
interior del surco (angulacion aprox.-
mada de 45° respecto a la corona del
diente) hasta percibir una suave

resistencia. Se esperaron 30 segln-

dos y se retird la tira de papel

(Fig.15).

(Figura 15)

Posteriormente se volvio a
depositar la tira de papel en el lector
del periotron (las tiras de papel
contaminadas con saliva o sangre,
fueron desechadas), el cual nos
facilit6 una cifra referente al
volumen de la muestra (en unidades
de periotron) que fue registrada en la

ficha del paciente (Fig.16).

(Figura 16)
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Posteriormente, se introdujo
la tira de papel en un tubo eppendorf
estéril con filtro, que previamente
habia sido rotulado con un cédigo

especifico (Fig.17) y (Fig.18).

(Figura 17)

Todas las muestras se ubica-
ron en una caja de corcho llena de
hielo, transportdndose de esta mane-
ra al laboratorio de la Facultad de
Odontologia, donde fueron almace-
nadas a -70°C
recuento (Fig.19).

para su posterior

El procedimiento empleado
para la obtencion de las muestras de
IL-1B en (FGC) fue descrito por
Gonzéles y col. (133).

(Figura 18)

(Figura 19)

B  Recuento de la IL-15:

Una vez reunida la totalidad de las
muestras, se procedio a determinar la
cantidad de IL-1B que habia en cada
una de ellas. Para ello nos servimos
de la ayuda de tres kits de ELISA
(enzyme linked immuno-sorbent
assay). El kit empleado, fue el Bio-
Source Internacional, Inc. Human
Interleukin-1 Beta (IL-1p) Carma-
rillo, CA. USA. Los pasos que se

siguieron fueron los indicados por el
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fabricante, para ello, nos servimos de
las instrucciones que venian en cada

uno de los kits.

En primer lugar, se tom¢é del
kit un bote de 25 ml que contenia el
buffer de disolucion estdndar. Con la
ayuda de una micropipeta, vertimos
200 pl del buffer en cada uno de los
tubos eppendorf. Con ello consegui-
mos eluir la proteina (IL-1P) de las
tiras de papel. La disolucion se
incub6 durante 2 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo,

los eppendorf se centrifugaron a

5000 rpm durante 10 minutos
(Fig.20).

Al centrifugarse, la solucion atravesé
los filtros del eppendorf, y se pro-

cedio a desechar tanto los filtros

como las tiras de papel que ya no
contenian ningun resto de proteina

(Fig.21).

(Figura 21)

Se extrajo del kit la plataforma que
contenia en su interior 96 pocillos
para el analisis de las muestras. Las
dos primeras columnas se utilizaron
para elaborar la curva patron del kit,
vertiendo cantidades conocidas de
IL-1B. En los demas pocillos, se
vertieron 50 pl de cada muestra en
dos pocillos contiguos.

A estos 50 pl de muestra, se
afiadieron 100 pl de anticuerpo IL-
1B. Todos los pocillos se cubrieron
con un papel biofilm y se dejaron
reposar durante 2 horas. Transcu-
rrido este tiempo los pocillos se la-

varon y aspiraron al menos 4 veces
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con una solucion limpiadora.
Posteriormente se secaron y se
afiadieron 100 pl de una solucion de
streptavidin-peroxidasa, dejandose
incubar duran-te 30 minutos. Se
volvieron lavar y aspirar los pocillos
4 veces, y se afiadieron 25 ul de
cromégeno estabalizador, dejandose
incubar por 25 minutos en un lugar

oscuro y a temperatura ambiente.

Finalmente se afadieron 100
pl de una solucion destinada a parar
la reaccion; los pocillos cambiaron

de color azul a amarillento (Fig.22).

La tabla de pocillos se trans-
port6 al lugar donde se encontraba el
espectrofotometro y se procedid a su
lectura a una longitud de onda de

450 nm.

III.5 OBTENCION DE LA
MUESTRA SANGUINEA Y
EXTRACCION DEL ADN.

Una vez registrados los
parametros clinicos y haber tomado
las muestras de fluido gingival
crevicular, se citd al paciente una
semana mas tarde con el fin de
acompafiarlo a su extraccion sangui-

nea.

I Obtencion de la muestra

Sanguinea. Siete dias después de
haber sido diagnosticado al paciente
y antes de comenzar sus sesiones de
raspado y alisado radicular, se le
solicitd que acudiese por la mafana a
su primera cita de tratamiento media
hora antes de comenzar el trata-
miento y en ayunas. Se le acompafio
a la Unidad de Cardiologia de la
Facultad de Medicina de la UCM,
donde se le extrajeron al paciente 10
ml de sangre. La muestra sanguinea
se empled para realizar una analitica
del paciente, necesaria para determi-
nar los valores de los componentes

sanguineos. Con ello se confirmaba
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que los pacientes no debian padecer
ninguna enfermedad sistémica. Por
otro lado la muestra sanguinea se
empleo para la extraccion del ADN a

partir células nucleadas.

®  Extraccion del ADN. Todo el
proceso de extraccion del ADN, asi
como la deteccion de posibles
polimorfismos genéticos en los ge-
nes de la IL-1, fueron realizados en
el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular IV de la Univer-
sidad Complutense de Madrid FEl
método seguido, fue fundamen-
talmente, el descrito por Miller y
colaboradores  (162). Para la
extraccion del ADN de células
nucleadas, se necesitaron una serie

de reactivos quimicos:

1. Tampon de lisis: compuesto
por 10 mM de Tris-Hcl (trizma
base), 400 mM de NaCl (cloruro
sodico) y 2 mM de EDTA. Para
nuestro estudio se necesitd un

volumen de aproximadamente 150

ml. La solucion se ajustd6 a un
pH=28.2

2. SDS 10% (Lauril sulfato): El
volumen de disolucion aproximado
fue de 10 ml.

3. Proteinasa K: a una concen-
tracion de 20 mg/ml. El volumen de
disolucion aproximado fue de 8 ml.

4. NaCl 6M: (solucion saturada),

un volumen aproximado de 50 ml.

Para extraer la serie blanca de
la sangre, se emplearon tubos de Sml
con sangre de cada paciente. Los
tubos se centrifugaron a una tem-
peratura de 4°C, a una velocidad de
2000 rpm y por un tiempo de 5
minutos. Se tomaron nuevos tubos
estériles de 5 ml, en los que se depo-
sitaron: 3 ml de tampon de lisis, 200
ul de SDS al 10% y 150 pl de
soluciéon de proteinasa K a una
concentracion de 20 mg/ml. A esta
mezcla, se le anadio la serie blanca
de la sangre centrifugada. Y se dejo
incubar toda la noche a wuna

temperatura de 37°C (Fig.23).
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(Figura 23)

A la mafiana siguiente se procedid a
extraer el ADN, anadiendo 1 ml de
cloruro sédico y se agitd vigorosa-

mente durante 15 segundos (Fig.24).

(Figura 24)

Se centrifugo a una velocidad
de 2500 rpm, una temperatura de 4°C

y un tiempo de 15 minutos. Con la

ayuda de las micropipetas recogid y
recolectd el acido nucleico que se
encontraba en la parte superior del
tubo, las proteinas sobrantes que se
hallaban el la parte inferior y de
consistencia semisélida se desecha-

ron (Fig.25).

(Figura 25)

Posteriormente se procedid a
medir el volumen de 4cido nucleico
extraido, y se depositd en un nuevo
tubo estéril de 15 ml. A este tubo, se
afiadi6 el doble del volumen
obtenido de alcohol absoluto. Se
mezclaron las disoluciones hasta que
el ADN precipitd (aparecen unas
hebras en suspension); (Fig.26) y
(Fig.27)
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(Figura 26)

(Figura 27)

en el caso de que no aparezcan las
hebras, se deja la disolucién toda la

noche en reposo a una temperatura

de 4°C.

A continuacidn, con la ayuda
de una sonda de cristal se capturaron
las hebras que se encontraban

suspendidas en el tubo (Fig.28).

(Figura 28)

Posteriormente se procedid a
resuspender las hebras de ADN en
unos tubos eppendorf estériles, a los
cuales se habia afiadido 200 ul de
agua estéril. Una vez recolectado el
ADN en los eppendorf, se dejaron
reposar durante dos horas a una
temperatura de 37°C. Este periodo de
tiempo fue suficiente para su
disolucion antes de proceder a su

determinacién cuantitativa (Fig.29).

y I

i‘t

P
)

(Figura 29)
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Pasado este tiempo se guardaron las
muestras de ADN en el congelador a
una temperatura de -70°C hasta su

posterior estudio.

I1.6 DETECCION DEL POLI-
MORFISMO EN LOS GE-
NES DE LA IL-1A Y DE LA
IL-1B.

En estudios anteriores, los
investigadores buscaban la presencia
de polimorfismos en el locus (-889)
del gen de la IL-1A y en el locus
(+3953) del gen de la IL-1B.
Actualmente, se ha demostrado una
concordancia del 100% entre el
antiguo locus (-889) y el locus actual
(+4845) del gen de la IL-1A (161),
siendo esta localizacion mucho mas
sencilla para la identificacion de
cualquier polimorfismo. En lo que
respecta al locus (+3953) del gen de
la IL-1B, en la actualidad se
denomina locus (+3954). Esto se

debe a la nueva renumeracion acor-

dada por la comunidad cientifica,
quien ha decidido que el comienzo
de la transcripcion sea a partir de la
cifra +1, y no de cero que era como

estaba establecida antiguamente.

] Reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR):

Las disoluciones, tampones y
enzimas empleadas para la ampli-
ficacion de los genes a estudiar,

fueron:

- Disolucion de nucledtidos.
Contiene los 4 desoxinucledtidos fos-
fato (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) a
una concentracion de 10 pM.

- Disolucion de cloruro de
magnesio. La concentracion de MgCl2
es de 25 uM.

- Tampon de reaccion PCR.
Tris-HCL 100 uM, pH 83 y KCL
500 puM.

- Disolucion de cebadores
(primers). Cada disolucion contiene un
cebador a una concentracion de 10

pM.
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- Amplitaqg Gold (Perkin El-
mer®). Se conserva en un buffer
especial; Tris-HCL 20 uM, pH 9.0,
KCL 100 uM, EDTA 0.1 uM, DTT 1
uM, Tween 20 ® 0.5% y glycerol
50%.

Los cebadores, utilizados para
amplificar las 50 muestras de cada uno

de los pacientes fueron:

J Para IL-1A ( +4845) descritos
por Walker (162)

Dir. 5°>-ATG GTT TTA GAA ATC
ATC AAG CCT AGG GCA -3

Inv. 5> —-AAT GAA AGG AGG
GGA GGA TGA CAG AAA TGT -
3

b Para IL-1B ( +3954) descritos
por kornman (128).

Dir. 5> -CTC AGG TGT CCT CGA
AGA AAT CAA -3

Inv. 5° -GCT TTT TTG CTG TGA
GTC CCG -3’

La mezcla de reaccion se
introduce en un tubo de ensayo espe-
cial para PCR de 0.2 ml de capaci-
dad. La disolucion tendrda un

volumen final de 50 pl y contendra

lo siguiente: tampdén de reaccion
PCR 5 ul; disolucion de DNTPs, 1
pl; enzima Taq polimerasa, 1 pl y
agua 41 pl. Los volumenes de las
disoluciones de los cebadores y las
concentraciones de MgCl2 depen-
dieron de las condiciones del
programa y de la clase de enzima
utilizada. En todas las series de
ensayos se utilizd un tubo en blanco
que contenia todas las sustancias de
la reaccion salvo el cebador y que
fue sometido a los mismos procesos
que los de las muestras. Se llevan los
tubos de PCR al aparato de ampli-
ficacion (Fig.35) y se depositan en
los pocillos especificos para los
tubos de PCR (Fig.36), introducimos
el programa de amplificacion espe-

cifico y se espera a que finalice.

El programa de amplificacion
para la PCR consistié en los siguien-

tes pasos o etapas:

b Para IL-1A ( +4845) descritos
por Walker (162)

1%, Temperatura: 95°C. Tiempo:

10 min con la Taq polymerasa de
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Perkin Elmer®. Proceso: Inicio de
la desnaturalizacion de la doble
hélice de ADN.

Las etapas 2%, 3* y 4° se repitieron
durante 35 ciclos.

2%, Temperatura: 94°C. Tiempo:
30 sg. Proceso: Desnaturalizacion de
la doble hélice de ADN en el proceso
ciclico.

3% Temperatura: 53°C. Tiempo:
30 sg. Proceso: Hibridacion espe-
cifica entre las cadenas del cebador y
las de ADN.

4%, Temperatura: 74°C. Tiempo:
30 sg. Proceso: Elongacion de las ca-
denas sintetizadas de nuevo.

5% Temperatura: 72°C. Tiempo:
3 min. Proceso: Elongacion final.

6. Temperatura: 4°C. Tiempo:

Proceso: Mantenimiento.

) YA Caution: Hot Surface |
@Il.lllll.l.....lm I.

(Figura 36)

(Figura 35)

] Para IL-1B ( +3954) descritos
por kornman (128).

17, Temperatura: 95°C. Tiempo:
10 min con la Taq polymerasa de
Perkin Elmer®. Proceso: Inicio de
la desnaturalizaciéon de la doble
hélice de ADN.

Las etapas 2%, 3" y 4 se repitieron
durante 38 ciclos.

2%, Temperatura: 95°C. Tiempo:
30 sg. Proceso: Desnaturalizacion
de la doble hélice de ADN en el pro-

ceso ciclico.
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3% Temperatura: 50°C. Tiempo:
30 sg. Proceso: Hibridacion espe-
cifica entre las cadenas del cebador y
las de ADN.

4, Temperatura: 74°C. Tiempo:
30 sg. Proceso: Elongacion de las ca-
denas sintetizadas de nuevo.

5% Temperatura: 72°C. Tiempo:
3 min. Proceso: Elongacion final.

6. Temperatura: 4°C. Tiempo: o

Proceso: Mantenimiento.

Si no se procede a observar el
resultado de la amplificacion en el
momento de finalizacion del pro-
grama, el producto de PCR, se puede
almacenar a una temperatura de

-20°C.

W Anadlisis electroforético. El
procedimiento seguido ha sido
descrito por Sambrook y colabora-
dores (163). Las disoluciones vy

tampones utilizados han sido:

- Tampon TAE: Tris-acetato
pH 9.1,40 uyM y EDTA, 1 uM.
- Tampon de muestra: Azul de

bromofenol, 0.25%; Xilencianol,

0.25%, Glicerol 30% en agua
destilada.
- Disolucion de bromuro de
etidio: Se disuelve 1gr de bro-
muro de etidio en agua agitando
durante varias horas. La disolucion
se debe guardar al amparo de la luz

y a temperatura ambiente.

Para la preparacion de los
geles de agarosa se disuelven 2ml
de TAE en 98 ml de agua y se
mezclan con una cantidad de
agarosa que varia segun el tamafio
de los fragmentos de ADN que se
deseen visualizar. En nuestro caso,
se prepar6 agarosa al 0.8% para
visualizar la cantidadn y calidad
del ADN extraido de cada uno de
los pacientes. Agarosa al 1.5% para
visualizar el resultado de 1la
amplificacion del producto de PCR
y confirmar el tamafio de la banda
obtenida. Y por ultimo se prepard
agarosa al 3% para visualizar el
resultado de la  digestion

enzimatica.
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La mezcla se calienta a 60°C,
preferentemente en un horno
microondas, hasta que la agarosa
se haya disuelto, y, después de
esperar unos minutos a que la
temperatura descienda aproxima-
damente a 45°C, se agregan 3 pl de
la disolucion de bromuro de etidio,
se agita y se vierte lentamente
sobre el molde con el peine
incorporado. Una vez solidificado
el gel, éste se introduce en la
camara de electroforesis, se agrega
el buffer de electroforesis hasta
cubrir el gel (aproximadamente 1
mm) y se colocan las muestras de
ADN en los pocillos de carga
previamente diluidas con 1-2 pl de

tampon de muestra.

(Figura 30)

Posteriormente se cubre con
la tapa la camara electroforética y
se conectan los electrodos de la
fuente de alimentacion. Se aplica
un voltaje de 90 V/cm y el proceso
se da por finalizado cuando la
mancha correspondiente al azul de

bromofenol emigra cerca del borde

del gel (aproximadamente 30 min)

(Fig.31).

(Figura 31)

(Figura 32)
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Los geles se examinan a la luz
ultravioleta donde se visualizan los

fragmentos de ADN vy, general-

mente se fotografian (Fig.33) y
(Fig.34).

(Figura 33)

(Figura 34)

= Marcadores de tamarnio de

fragmentos de DNA:

- A-Hind III. Es un marcador

que se utiliza para visualizar frag-

mentos de ADN con tamafos
superiores a 500 pb. Para ello se
toman 20 pl de DNA del fago A,
1.5 pl de tampodn de la enzima de
restriccion, 2 pl de la enzima
Hind I y se afiaden 23 pl de
agua destilada. La disolucion se
mantiene a 37°C hasta la completa
digestion, anadiéndose a continua-
cion 300 pl de agua destilada y 50
ul de tampén de carga. El
preparado se puede almacenar a

-20°C hasta su utilizacion.

- Ladder-100TM. Es un
marcador que se utiliza para
visualizar fragmentos de ADN de
tamafios superiores a 100pb. La
preparacion es una mezcla de
fragmentos de ADN cuyo tamafo
se diferencia en 100 pb. La
cantidad de fragmento del tamafio
de 800 pb es el doble que el del
resto, para facilitar la identificacion
de fragmentos de ADN de tamafio

igual o superior.
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4

(Figura 35)

En la (Fig.35) podemos ob-
servar el resultado de la amplifi-
cacion por PCR del gen IL-1A en un
gel de agarosa al 1.5%.

-
e BN T T

(Figura 36)

En la (Fig.36) podemos ob-

servar el resultado de la amplifica-

ciéon por PCR del gen IL-1B en un
gel de agarosa al 1.5%. En la hilera
superior se colocaron las muestras de
pacientes controles y en la inferior
de pacientes con enfermedad perio-
dontal. El marcador empleado fue el

Ladder-100TM.

B Digestion enzimdtica de los
genes de la IL-1:

Las enzimas de restriccion
que se emplearon fueron las siguien-

tes:

] Para IL-14 ( +4845): se
empled la Fnu 4H1 endonucleasa de
res-triccion. Una vez realizada la
PCR para el gen de la IL-1A
(+4845), se tomaron 26 pul de
producto de PCR que se mezclaron
con una “premix” que contenia: 0.5
ul de la enzima Fnu 4H1 y 3 pl de
Buffer (4) a 10x. Todo junto se
centrifugd y se incubd a 37°C por un
tiempo de 2 horas. Las muestras se
almacenaron a -20°C cuando no se
procedi6 a su  visualizacion

inmediata.
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Los fragmentos que se pueden
observar son: dos fragmentos de 124
pb y 29 pb en sujetos homocigdticos
para el alelo “1” (Fig.37 recuadro
amarillo), 1 s6lo fragmento de 153
pb en sujetos homocigdticos para el
alelo “2” (Fig.37 recuadro azul) y
los tres fragmentos en sujetos
heterocigoéticos alelo “1 y 2” (Fig.37

recuadro verde).

(Figura 37)

En la (Fig.37) podemos ob-
servar el resultado de la digestion
enzimatica del producto de PCR del
gen IL-1A en un gel de agarosa al
3%. En este caso se corresponde con
muestras del grupo con enfermedad

periodontal.

] Para IL-IB ( +3954): se
empled la Taql endonucleasa de
restriccion. Una vez realizada la
PCR para el gen de la IL-1B
(+3954), se tomaron 25.5 pl de
producto de PCR que se mezclaron
con una “premix” que contenia: 0.5
ul de la enzima Taql, 1 ul BSA a
10x y 3 pl de Buffer NEB (3) a 10x.
Todo junto se centrifugd y se incub6
a 65°C por un tiempo de 2 horas. Las
muestras se almacenaron a -20°C
cuando no se procedi6 a su

visualizacion inmediata.

Los fragmentos que se pueden
observar son: 2 fragmentos de 97 pb
y 85 pb en sujetos homocigoticos
para el alelo “1” (Fig.37 recuadro
amarillo),, 1 s6lo fragmento de 182
pb en sujetos homocigoticos para el
alelo “2” (Fig.37 recuadro azul) y
los 3 fragmentos en sujetos

heterocigoticos alelo “1 y 2” (Fig.37

recuadro verde).
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(Figura 38)

En la (Fig.38) podemos observar el
resultado de la digestion enzimatica
del producto de PCR del gen IL-1B
en un gel de agarosa al 3%. En este
caso se corresponde con muestras del

grupo control.

II1.7 ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico se reali-
z6 en el Departamento de Apoyo a la
Investigacion de los Servicios Infor-
maticos de la Universidad Compl.-
tense de Madrid. El programa
estadistico SPSS 12.0 de Microsoft
fue el empleado para el manejo de

datos.

Se emplearon test estadisticos
no paramétritos, tras comprobar que
los dos grupos del estudio no se
ajustaban a los criterios de norma-
lidad. La prueba de normalidad
empleada fue la de Kolmogorov-

Smirnov.

Para correlacionar las varia-
bles cuantitativas entre si, se empled
el test de correlacion Rho de Spear-
man. Y para correlacionar una varia-
ble cuantitativa con otra cualitativa,
se emplearon las pruebas de Kruskal-
Wallis y U de Mann-Whitney, de-
pendiendo del niumero de categorias
que posea la variable cualitativa a
estudiar. A continuacion se utilizo el
chi-cuadrado como estadistico de

contraste.



V. RESULTADOS
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IV.1 ESTADISTICA DESCRIP-
TIVA.

Nuestro estudio comprende
dos grupos de 25 individuos cada
uno. Un grupo control y otro gru-
po con enfermedad periodontal
(EP). De acuerdo al tamafio de nues-
tra muestra, se procedié a realizar
pruebas de ajuste a la normalidad
entre ambos grupos para poder em-

plear test estadisticos paramétricos.

La prueba de normalidad empleada,

fue la de Kolmogorov-Smirnov
Tabla 1. Observandose una significa-
cién estadistica, con lo cual se
demuestra que nuestra poblacion de
estudio no presenta una distribucion
normal que se ajuste a la campana de
Gauss. Por tanto todos los test
estadisticos que se emplearon fueron,

test no paramétricos.

Tabla 1. Pruebas de normalidad.

VARIABLES | GRUPO Kolmogorov-Smirnov (a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
[IL-1B] izq 1 EP 217 25 .004 916 25 042
2 CONTROL .170 25 .061 .862 25 .003
[IL-1B] dch 1 EP .184 25 .028 .908 25 .028
2 CONTROL 181 25 .034 .897 25 .016
BOLSA izq 1 EP 317 25 .000 .838 25 .001
1 EP .384 25 .000 571 25 .000
SANGRADO | 1 EP .074 25 .200(*) .978 25 .841
2 CONTROL 116 25 .200(*) .954 25 .302
PLACA 1 EP 123 25 .200(*) 921 25 .053
2 CONTROL 114 25 .200(*) .960 25 422
EDAD 1 EP .102 25 .200(*) 971 25 677
2 CONTROL 114 25 .200(*) .952 25 .278

(*) Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a Correccién de la significacién de Lilliefors

b BOLSA izq, es una constante cuando Grupo =2 CONTROL y se ha desestimado.

¢ BOLSA dch, es una constante cuando Grupo =2 CONTROL y se ha desestimado.
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m Variables cuantitativas. En
las tablas 2, 3 y 4, se muestran las
variables: concentracion de la protei-
na IL-1B en FGC (pg/ul) tomada en
[TL-
18] dch e izquierda [IL-1pB] izq,

la bolsa periodontal derecha

profundidad de sondaje registrada
en milimetros de la bolsa periodontal
derecha e izquierda, sangrado al
sondaje (ausencia/presencia), indice
de placa (ausencia/presencia) y edad

media de los pacientes. Podemos

Tabla 2. Frecuencias de ambos grupos

N Media Error tip. de la Mediana Desuv. tip.

Vélidos Perdidos MEEE
[IL-1B] izq 50 0 3.23320 .343221 2.57500 | 2.426939
[IL-1B] dch 50 0 3.20014 .332769 251250 | 2.353030
BOLSA izq 50 0 4.60 242 4.00 1.714
BOLSA dch 50 0 4.62 .257 4.00 1.817
SANGRADO 50 0 41.430 4.9928 28.600 35.3045
PLACA 50 0 42.412 5.3038 22.950 37.5036
EDAD 50 0 39.26 1.128 38.50 7.974

Tabla 3. Frecuencias del Grupo EP

N Media Error tip. de la Mediana | Desv. tip.

Validos | Perdidos meEel
[IL-1B]izq 25 0 4.16176 .569145 2.99100 2.845727
[IL-1B] dch 25 0 4.02016 .561400 2.83000 | 2.806999
BOLSA izq 25 0 6.20 .163 6.00 .816
BOLSA dch 25 0 6.24 .226 6.00 1.128
SANGRADO 25 0 74.692 3.0030 74.800 15.0152
PLACA 25 0 77.068 3.7844 78.100 18.9218
EDAD 25 0 41.96 1.663 43.00 8.314

Tabla 4. Frecuencias del Grupo Control

N Media Error tip. de la Mediana | Desv. tip.

Validos Perdidos S
[IL-1B] izq 25 0 2.30464 .291961 1.84300 1.459803
[IL-1B] dch 25 0 2.38012 .284538 1.93300 1.422692
BOLSA izq 25 0 3.00 .000 3.00 .000
BOLSA dch 25 0 3.00 .000 3.00 .000
SANGRADO 25 0 8.168 .7582 8.100 3.7912
PLACA 25 0 7.756 .6769 7.300 3.3845
EDAD 25 0 36.56 1.349 36.00 6.746
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observar que la concentracion media
tomada de la bolsa derecha no difiere
al de la bolsa izquierda dentro del
mismo grupo. Sin embargo, la
concentracion media es aproximada-
mente el doble en el grupo con enfer-
medad periodontal. La profundidad
media de las bolsas, el sangrado al
sondaje y el indice de placa presen-
tan unas claras diferencias entre
ambos grupos, €stas se deben a los
criterios de inclusiéon y exclusion del
estudio. La edad media del grupo
con enfermedad periodontal es
ligeramente superior al del grupo

control.

Las graficas 1,2,3,4,5,6y 7
muestran la distribucion de las varia-
bles cuantitativas tanto en el grupo
control como en el grupo EP. Los
datos pequefios que se observan en
algunas gréficas, representan valores
perdidos que no se incluyen en la

representacion.
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Grdfica 7. Distribucién de la placa

m Variables cualitativas. Las ta-
blas 5, 6,7, 8, 9 y 10 nos describen las
variables: sexo (varon o mujer), geno-
tipo de la IL-14 (1,1: homocigoético
para el alelo 1, no existe polimorfis-
mo), (1,2: heterocigotico, existe poli-
morfismo en uno de los dos alelos),
(2,2: homocigoético para el alelo 2,

existe polimorfismo en los dos alelos

del gen), genotipo de la IL-1B (1,1:
homocigético para el alelo 1, no existe
ningin polimorfismo), (1,2: heteroci-
gobtico, existe polimorfismo en uno de
los dos alelos), (2,2: homocigbtico
para el alelo 2, existe polimorfismo en
los dos alelos del gen), genotipo de
la IL-1A (expresado en alelo 1: cuan-
do no existe ningun polimorfismo y
alelo 2: cuando existe al menos un po-
limorfismo en uno de los dos alelos
del gen), genotipo de la IL-IB
(expresado en alelo 1: cuando no
existe ningun polimorfismo y alelo 2:
cuando existe al menos un polimorfis-
mo en uno de los dos alelos del gen) y
genotipo positivo (positivo (+): cuan-
do existe al menos un polimorfismo en
uno de los dos alelos del gen IL-1A 'y
ademas, existe al menos un polimorfi-
smo en uno de los dos alelos del gen
IL-1B. negativo (-): cuando no se

cumple lo anterior.

Tabla 5. Distribucion segiin el sexo para ambos grupos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje
acumulado
Validos M 26 52.0 52.0 52.0
\% 24 48.0 48.0 100.0
Total 50 100.0 100.0
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Tabla 6. Distribucién segun el genotipo del gen IL-1A para ambos grupos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Vélidos 11 27 54.0 54.0 54.0
12 18 36.0 36.0 90.0
2.2 5 10.0 10.0 100.0
Total 50 100.0 100.0

Tabla 7. Distribucion segun alelo 1 o alelo 2 del gen IL-1A para ambos grupos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Alelo 1 27 54.0 54.0 54.0
Alelo 2 23 46.0 46.0 100.0
Total 50 100.0 100.0

Tabla 8. Distribucién segun el genotipo del gen IL-1B para ambos grupos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
véalido acumulado
Vélidos 1.1 28 56.0 56.0 56.0
1.2 20 40.0 40.0 96.0
2.2 2 4.0 4.0 100.0
Total 50 100.0 100.0

Tabla 9. Distribucién segun alelo 1 o alelo 2 del gen IL-1B para ambos grupos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Alelo 1 28 56.0 56.0 56.0
Alelo 2 22 44.0 44.0 100.0
Total 50 100.0 100.0

Tabla 10. Distribucion segin genotipo positivo o negativo para ambos grupos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos negativo 32 64.0 64.0 64.0
positivo 18 36.0 36.0 100.0
Total 50 100.0 100.0
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La Tabla 5 nos muestra que el
porcentaje de hombres y mujeres es
muy similar en ambos grupos, por lo
que el sexo no influira en los resul-
tados del estudio. Una vez analiza-
dos los datos obtenidos en las tablas
6 y 8, observamos que el porcentaje
de individuos heterocigoticos para el
polimorfismo del gen IL-1A es muy
similar al de los individuos heteroci-
gobticos para el polimorfismo del gen
IL-1B. Por el contrario, cuando ana-
lizamos los individuos homocigoti-
cos para el polimorfismo, observa-
mos que el gen IL-1A presenta mas
del doble de individuos que el que
presenta el gen IL-1B. Ademas en la
tabla 10 se contempla que el porten-
taje de individuos genotipo positivo,
es menor que el de aquellos con po-
limorfismo en tan s6lo uno de los
genes. Concluyendo que el presentar
un polimorfismo en el gen IL-1A, no
implica el presentarlo en el gen IL-

IB.

IV.2 ESTADISTICA ANALITICA

Comparaciones entre los dos
grupos. En las siguientes tablas y
gréficas, se compararon las variables
entre los dos grupos, con el objetivo
de encontrar alguna diferencia sig-
nificativa. El nivel de significacién
aceptado fue el de p<0.05, con el
cual la probabilidad de que las
diferencias observadas sean debidas
al azar corresponden a un 5%. En
la Tabla 11 se observan las variables
cuantitativas de los dos grupos del
estudio. Y en la 7abla 12 se muestra
la prueba estadistica empleada para
determinar el grado de significacion.
En este caso, la U de Mann-Whitney
fue la prueba seleccionada. Se pue-
den observar las diferencias signifi-
cativas que existen en todas las va-
riables cuantitativas estudiadas de

ambos grupos.
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Grupo N Rango Suma de
promedio rangos

[IL-1B] izq 1 EP 25 30.48 762.00

2 CONTROL 25 20.52 513.00

Total 50
[IL-1B] dch 1 EP 25 29.76 744.00

2 CONTROL 25 21.24 531.00

Total 50
BOLSA izq 1 EP 25 38.00 950.00

2 CONTROL 25 13.00 325.00

Total 50
BOLSA dch 1 EP 25 38.00 950.00

2 CONTROL 25 13.00 325.00

Total 50
SANGRADO 1 EP 25 38.00 950.00

2 CONTROL 25 13.00 325.00

Total 50
PLACA 1 EP 25 38.00 950.00

2 CONTROL 25 13.00 325.00

Total 50
EDAD 1 EP 25 30.46 761.50

2 CONTROL 25 20.54 513.50

Total 50

Tabla 12. Prueba estadistica entre ambos grupos
[IL-1B]izq [IL-1B]dch | BOLSAizq | BOLSA dch | SANGRADO | PLACA | EDAD

U de Mann- 188.000 206.000 .000 .000 .000 .000 | 1885
Whitney 00
W de 513.000 531.000 325.000 325.000 325.000 | 325.00 | 513.5
Wilcoxon 0 00
Z -2.416 -2.066 -6.570 -6.634 -6.065 -6.065 | -2.411
Sig. asintot. .016 .039 .000 .000 .000 .000 .016
(bilateral)
Sig. exacta .015 .039 .000 .000 .000 .000 .015
(bilateral)
Sig. exacta .008 .019 .000 .000 .000 .000 .008
(unilateral)
Probabilidad .000 .001 .000 .000 .000 .000 .000
en el punto
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Anteriormente, se ha sefialado
que las diferencias estadisticamente
significativas que se han encontrado
entre los dos grupos respecto a las
variables: profundidad de la bolsa, in-
dice de sangrado e indice de placa, son
debidas a los criterios de inclusion y
exclusion propuestos para este estudio.
Por el contrario, las diferencias encon-
tradas en las tablas 11 y 12 en cuanto a
la concentracion de IL-1P tanto en la
surco derecho como en el izquierdo
fueron estadisticamente significativas,
registrandose los valores mas altos en

el grupo con enfermedad periodontal.

También se observaron diferencias
estadisticamente significativas segln
la edad, siendo los pacientes de mayor
edad los que presentaron mayor
prevalencia de la enfermedad periodo-
ntal. En la Tabla 13 se comparan los
resultados obtenidos entre los dos
grupos respecto al sexo. Y en la Tabla
14 se observa la prueba estadistica
empleada, que en este caso fue el Chi-
cuadrado de Pearson. No se encontra-
ron diferencias estadisticamente signi-

ficativas en cuanto al sexo entre am-

bos grupos.

Tabla 13. Distribucion en cuanto al sexo de ambos grupos

SEXO Total
M \%
Grupo 1 EP Recuento 13 12 25
% de Grupo 52.0% 48.0% 100.0%
2 CONTROL Recuento 13 12 25
% de Grupo 52.0% 48.0% 100.0%
Total Recuento 26 24 50
% de Grupo 52.0% 48.0% 100.0%
Tabla 14. Prueba estadistica entre ambos grupos
Valor gl Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .000(b) 1

N de casos validos 50
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En la Tabla 15 se equiparon los
datos para el genotipo IL-1A de los
dos grupos (expresado en 1,15 1,2 y
2,2). Y en la Tabla 16 se muestra el
resultado de la prueba estadistica
empleada, el Chi-cuadrado de Pearson.
No se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas respecto al
genotipo IL-1A entre ambos grupos.

Sin embargo en el grupo control, se

hallaron los porcentajes mas elevados

de polimorfismos. En la Tabla 17 se
exponen los datos respecto al genotipo
IL-1A de los dos grupos (expresado en
alelo 1 y alelo 2). Y en la Tabla 18 se
indica el la prueba estadistica em-
pleada, el Chi-cuadrado de Pearson.
Como anteriormente, no se encon-
traron  diferencias estadisticamente

significativas en cuanto al genotipo

IL-1A entre ambos grupos.

Tabla 15. Distribucion respecto al genotipo IL-1A de ambos grupos

IL-1A Total
1.1 1.2 2.2

Grupo 1 EP Recuento 16 7 2 25
% de Grupo 64.0% 28.0% 8.0% 100.0%
2 CONTROL | Recuento 11 11 3 25
% de Grupo 44.0% 44.0% 12.0% 100.0%
Total Recuento 27 18 5 50
% de Grupo 54.0% 36.0% 10.0% 100.0%

Tabla 16. Prueba estadistica entre ambos grupos

Valor

al

Sig. asinto6tica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

2.015(a)

N de casos validos

50

Tabla 17. Distribucion respecto al genotipo IL-1A de ambos grupos

IL-1A Total
Alelo 1 Alelo 2

Grupo 1 EP Recuento 16 9 25
% de Grupo 64.0% 36.0% 100.0%

2 CONTROL Recuento 11 14 25

% de Grupo 44.0% 56.0% 100.0%

Total Recuento 27 23 50
% de Grupo 54.0% 46.0% 100.0%
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Tabla 18. Prueba estadistica entre ambos grupos

Valor al Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2.013(b) 1
Correccioén por 1.288 1 .256
continuidad(a)
N de casos validos 50

En la Tabla 19 presentan los
datos para el genotipo IL-1B de los
dos grupos (expresado en 1,15 1,2 y
2,2). Y en la Tabla 20 se muestra el
resultado de la prueba estadistica
empleada, el Chi-cuadrado de Pearson.
No se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas respecto al
genotipo IL-1B entre ambos grupos.
Sin embargo en el grupo control, se

volvieron a hallar los porcentajes mas

elevados de polimorfismos. En la
Tabla 21 se equiparon los datos para
el genotipo IL-1B de los dos grupos
(expresado en alelo 1 y alelo 2). Y en
la Tabla 22 se indica la prueba
estadistica empleada, el Chi-cuadrado
de Pearson. Como anteriormente, no
se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas en cuanto al

genotipo IL-1A entre ambos grupos.

Tabla 19. Distribucion respecto al genotipo IL-1B de ambos grupos

IL-1B Total
1.1 1.2 2.2

Grupo 1 EP Recuento 16 8 1 25
% de Grupo 64.0% 32.0% 4.0% 100.0%

2 Recuento 12 12 1 25

clelriziel % de Grupo 48.0% 48.0% 4.0% 100.0%

Total Recuento 28 20 2 50
% de Grupo 56.0% 40.0% 4.0% 100.0%
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Tabla 20. Prueba estadistica entre ambos grupos

Valor

(o]

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

1.371(a)

N de casos validos

50

Tabla 21. Distribucién respecto al genotipo IL-1B de ambos grupos

IL-1B Total
Alelo 1 Alelo 2
Grupo 1 EP Recuento 16 9 25
% de Grupo 64.0% 36.0% 100.0%
2 CONTROL Recuento 12 13 25
% de Grupo 48.0% 52.0% 100.0%
Total Recuento 28 22 50
% de Grupo 56.0% 44.0% 100.0%
Tabla 22. Prueba estadistica entre ambos grupos
Valor gl Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.299(b)
Correccioén por 731 .393
continuidad(a)
Razo6n de verosimilitud 1.305 .253
Estadistico exacto de .393 197
Fisher
Asociacién lineal por 1.273 .259
lineal
N de casos validos 50

En la Tabla 23 se exponen los datos
del genotipo positivo de los dos gru-
pos (expresado en genotipo positivo
si y genotipo positivo no). Y en la
Tabla 24 se indica la prueba estadisti-

ca empleada, el Chi-cuadrado de Pear-

son. No se encontraron diferencias
estadisticamente  significativas  en
cuanto al genotipo positivo entre am-
bos grupos. Sin embargo, en el grupo
control, se hall6 el mayor porcentaje

de genotipo positivo.
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Tabla 23. Distribucion respecto al genotipo positivo de ambos grupos

Genotipo Positivo Total
no si
Grupo 1 EP Recuento 17 8 25
% de Grupo 68.0% 32.0% 100.0%
2 CONTROL Recuento 15 10 25
% de Grupo 60.0% 40.0% 100.0%
Total Recuento 32 18 50
% de Grupo 64.0% 36.0% 100.0%
Tabla 24. Prueba estadistica entre ambos grupos
Valor gl Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .347(b) 1
N de casos validos 50

| Correlaciones. Se ha estudiado
la posible correlacion entre las concen-
traciones de IL-1B en FGC y las de-
mas variables analizadas. La Tabla 25
muestra las correlaciones entre las
concentraciones de IL-1p en FGC y
las variables cuantitativas: bolsas,
sangrado, placa y edad en ambos gru-
pos. La prueba estadistica empleada
fue la correlacion Rho de Spearman.
Se observaron correlaciones estadis-
ticamente significativas entre: [IL-1p]
izq y [IL-1B] dch (r = 0.945, p<0.001),

[IL-1B] 1zq y sangrado (r= 0.321,

p<0.023), [IL-1B] dch y bolsa dch (r =
0.337, p<0.017), [IL-1B] dch vy
sangrado (r = 0.302, p<0.033), bolsa
dch y bolsa izq (r = 0.882, p<0.001),
bolsa izq y sangrado (r = 0.862,
p<0.001), bolsa izq y placa (r = 0.827,
p<0.001), bolsa izq y edad (r = 0.376,
p<0.007), bolsa dch y sangrado (r =
0.822, p<0.001), bolsa dch y placa (r =
0.798, p<0.001), bolsa dch y edad (r =
0.404, p<0.004), sangrado y placa (r =
0.890, p<0.001), sangrado y edad (r
=0.441, p<0.004), placa y edad (r =
0.425, p<0.002).
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Tabla 25. Correlacion Rho de Spearman entre IL-1 en FGC y las bolsas periodontales,

sangrado, placa y edad en ambos grupos .

L-1p] | pe-1py | BoLsa | BOLSA | SANGRADO | PLACA | EDAD
izq dch izq dch
Rho de | [IL-1B] | Coeficiente de .945(+%) .269 .321(%) .256 142
Spear- | izq correlacion
man
Sig. (bilateral) .000 .023
N 50 50 50 50 50
[IL-1B] Coeficiente de .945(**) .337(%) .302(*) .235 .187
dch correlacion
Sig. (bilateral) .000 .017 .033
N 50 50 50 50 50
BOLSA | Coeficiente de .269 .882(**) .862(**) | .827(**) | .376(*%)
izq correlacion
Sig. (bilateral) .000 .000 .000 .007
N 50 50 50 50 50
BOLSA | Coeficiente de 337(%) | .882(**) .822(**) | .798(**) | .404(**)
dch correlacion
Sig. (bilateral) .017 .000 .000 .000 .004
N 50 50 50 50 50
SAN- Coeficiente de .321(%) .302(%) | .862(**) | .822(*%) .890(**) | .441(*)
GRADO | correlacion
Sig. (bilateral) .023 .033 .000 .000 .000 .001
N 50 50 50 50 50 50
PLACA | Coeficiente de .256 235 | .827(**) | .798(*) .890(**) A25(*%)
correlacion
Sig. (bilateral) .000 .000 .000 .002
N 50 50 50 50 50 50
EDAD Coeficiente de 142 187 | .376(**) | .404(*) A41(%%) | .425(*%)
correlacion
Sig. (bilateral) .007 .004 .001 .002
N 50 50 50 50 50 50

La Tabla 26 muestra la corre-
lacion entre las concentraciones de IL-
1B en FGC y el sexo de ambos grupos.
Y en la Tabla 27 se indica la prueba
estadistica empleada para encontrar

diferencias estadisticamente significa-

tivas, esta fue la U. de Mann-Whitney.
No se encontré ninguna correlacion
estadisticamente significativa cuando
se estudiaron ambos grupos juntos. La
Tabla 28 expresa la correlacion entre

las concentraciones de IL-1B en FGC
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y el genotipo IL-1A (expresado en 1,1;
1,2 y 2,2) en ambos grupos. Y en la
Tabla 29 se muestra el resultado de la
prueba estadistica empleada, Kruskal-
Wallis. No se encontr6 ninguna
correlacion estadisticamente significa-
tiva cuando se estudiaron ambos
grupos juntos. La Tabla 30 muestra la

correlacion entre las concentraciones

Tabla 26. Correlacion entre [IL-1p] y

el sexo en ambos grupos

de IL-1B en FGC y el genotipo IL-1A
(expresado en alelo 1 y alelo 2) en
ambos grupos. Y en la Tabla 31 se
indica el resultado de la prueba esta-
distica empleada, U. de Mann-
Whitney. No se encontr6 ninguna
correlacion estadisticamente significa-
tiva cuando se estudiaron ambos gru-

pos juntos.

Tabla 27. Prueba estadistica entre
ambos grupos

SEXO N Rango
promedio [IL-1B]izq | [IL-1B] dch
[IL-1] vV 24 U de Mann-Whitney 218.000 223.000
izq W de Wilcoxon 569.000 574.000
M 26 21.88
VA -1.825 -1.728
Total 50
Sig. asinto6t. (bilateral)
[IL-1B] Y, 24
dch Sig. exacta (bilateral) .069 .086
M 26 22.08 Sig. exacta (unilateral) .035 .043
Total 50

Tabla 28. Correlacion entre [IL-1B] y el

genotipo IL-1A en ambos grupos

Tabla 29. Prueba estadistica entre
ambos grupos

IL-1A N Rango
romedio
i Pr_IL1b_Iz Pr_IL1b_Dr
[L-1g] | 11 27 25.74
izq Chi-cuadrado .159 122
12 18 24.61
22 5 27.40 gl 2 2
etz ol Sig. asintot.
[IL-1p] | 11 27 25.96
dch
12 18 24.56
22 5 26.40
Total 50
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La Tabla 32 muestra la corre-
lacion entre las concentraciones de IL-
I en FGC y el genotipo IL-1B
(expresado en 1,15 1,2 y 2,2) en ambos
grupos. Y en la Tabla 33 se indica el
resultado de la prueba estadistica em-
pleada, Kruskal-Wallis. No se encon-
tr6 ninguna correlacion estadistica-
mente significativa cuando se estudia-

ron ambos grupos juntos.

Tabla 30. Correlaciéon entre [IL-1p] y el

genotipo IL-1A en ambos grupos

La Tabla 34 expresa la corre-

lacion entre las concentraciones de IL-

I en FGC y el genotipo IL-1B

(expresado en alelo 1 y alelo 2) en

ambos grupos. Y en la Tabla 35 se

indica el resultado de la prueba esta-

distica em-pleada,

U. de

Mann-

Whitney. No se encontrd ninguna co-

rrelacion estadisticamente significativa

cuando se estudiaron ambos grupos

juntos.

Tabla 31. Prueba estadistica entre
ambos grupos

IL-1A N Rango
promedio
[IL-1B]izq | [IL-1B] dch
illzl&_lﬁ] Alelo 1 2! 25.74 U de Mann-Whitney 304.000 298.000
Alelo2 | 23 25.22 W de Wilcoxon 580.000 574.000
Total 50 Z -.127 -.243
([j“(;]ls] Alelo 1 27 25.96 Sig. asintét. (bilateral)
Alelo 2 23 24.96 Sig. exacta (bilateral) .908 .817
Total 50 Sig. exacta (unilateral) 454 408

Tabla 32. Correlacion entre [IL-1pB] y el

genotipo IL-1B en ambos grupos

Tabla 33. Prueba estadistica entre
ambos grupos

IL-1B N Rango
promedio
Pr_IL1b Iz Pr_IL1b_Dr
[L-1p) | 11 28 25.89
izq Chi-cuadrado .088 .046
12 20 25.20
22 2 23.00 gl 2 2
dotel - Sig. asintot.
ne-1p | 11 28 25.89
dch
12 20 25.00
22 2 25.00
Total 50
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La Tabla 36 muestra la corre-
lacion entre las concentraciones de IL-
IB en FGC y el genotipo positivo
(expresado en genotipo positivo si y

genotipo positivo no) en ambos gru-

Tabla 34. Correlacion entre [IL-1p] y el
genotipo IL-1B en ambos grupos

pos. Y en la Tabla 37 se muestra el
resultado de la prueba estadistica em-
pleada, U. de Mann-Whitney. No se
encontro ninguna correlacion estadisti-
camente significativa cuando se estu-

diaron ambos grupos juntos.

Tabla 35. Prueba estadistica entre
ambos grupos

IL-1B N Rango
promedio [IL-1B]izg | [IL-1B] dch
[IL-1B] Alelo 1 28 25.89 U de Mann-Whitney 297.000 297.000
120 W de Wilcoxon 550.000 550.000
Alelo 2 22 25.00
Total =0 VA -.215 -.215
[IL-18] Nelo 1 28 25.89 Sig. asinto6t. (bilateral)
dch Sig. exacta (bilateral) .839 .839
Alelo 2 22 25.00
Sig. exacta (unilateral) 419 419
Total 50

Tabla 36. Correlacion entre [IL-1B] y el
genotipo positivo en ambos grupos

Genotipo N Rango
positivo promedi
0
[IL-1pB] NO 32 25.53
izq
Sl 18 25.44
Total 50
[IL-1pB] NO 32 2591
dch
Sl 18 24.78
Total 50

Tabla 37. Prueba estadistica entre
ambos grupo

[IL-1B1izq | [IL-1B] dch
U de Mann-Whitney 287.000 275.000
W de Wilcoxon 458.000 446.000
z -.020 -.263
Sig. asintot. (bilateral)
Sig. exacta (bilateral) .992 .802
Sig. exacta (unilateral) 496 401




V. DISCUSION
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V.1 CONCENTRACION DE IL-1p
EN FGC.

| Relacion entre la [IL-1f] en
FGC y el estado periodontal del pa-
ciente. En este estudio se ha deter-
minado la concentracion de IL-1B en
FGC en dos localizaciones controlate-
rales. Por un lado en localizaciones
sanas de un grupo control y por otro
lado en localizaciones activas de un
grupo con enfermedad periodontal
cronica.

En nuestros resultados se
hallaron concentraciones de IL-1P en
FGC en todas las localizaciones de
ambos grupos, tanto en las locali-
zaciones sanas como en las enfermas.
Preiss y Meyle (131), al igual que
Rawlison y colaboradores (136,178)
en estudios anteriores, encontraron
resultados muy similares a los obteni-
dos por nosotros. Por el contrario otros
autores (164,130,168) no fueron capa-
ces de detectar [IL-1B] en pacientes
sanos. Estas discrepancias pueden
deberse a los diferentes métodos de

recoleccion de muestras y/o al empleo

de diferentes kits de ELISA.

Actualmente no existe ninguna
“gold standard” para identificar locali-
zaciones con actividad de la enfer-
medad periodontal. Un criterio bas-
tante fiable es el denominado método
de la tolerancia descrito por Listgarten
(165), quien emplea la pérdida de
insercion como parametro valorable.
Considera activa una bolsa periodon-
tal, cuando en un intervalo de dos
meses se produce un aumento de > 2.5
mm en la pérdida insercion. Pero, la
unica conclusion que se puede obtener
es que en algin momento dentro de
ese intervalo de tiempo, la bolsa perio-
dontal estuvo activa. El criterio em-
pleado en nuestro estudio, para deter-
minar la actividad de la bolsa perio-
dontal y teniendo en cuenta que se
trata de un estudio transversal, fue el
de Lang y colaboradores (166) que se
basa en determinando la actividad de
la bolsa segun la presencia o ausencia

del sangrado al sondaje.

Cuando comparamos las con-
centraciones de IL-1B en FGC entre
los dos grupos del estudio, encon-
estadisticamente

tramos diferencias

significativas (p<0.05), observandose
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las [IL-1B] mas elevadas en el grupo
con enfermedad periodontal activa,
estas concentraciones en el grupo EP
son casi del doble que en el grupo
control. Nuestros resultados coinciden
con otros estudios (137,138,164,167,
171) que observan tanto la presencia
de IL-1B en FGC como su incremento
en sujetos con periodontitis. Y ponen
de manifiesto que la IL-1p esta fuerte-
mente relacionada con la condicion
inflamatoria del periodonto. Stashenko
y colaboradores (129) encontraron que
en los lugares con una pérdida de
insercion > 2.5 mm en un intervalo de
dos meses se detectaban los niveles
mas altos de IL-1p. Estos niveles eran
2.5 veces mayores que en los lugares
enfermos pero que no poseian una
pérdida tan marcada de insercion, y
4.6 veces mayores que en las
localizaciones sanas. Masada y cola-
boradores (130) en un estudio con 15
pacientes con enfermedad periodontal
de caracter moderada-severa, ademas
de detectar valores de IL-1a y de IL-
I en FGC, observd como esos
valores disminuyeron después del

tratamiento periodontal. Salvi y cola-

boradores (172) al igual que nosotros

también detectaron niveles de IL-1B
en FGC aumentados en pacientes con
periodontitis moderada-severa cuando
los compararon frente a pacientes con
gingivitis y periodontitis leve. Tanto
Faizuddin y colaboradores (173) como
Preiss y Meyle (131) observaron que
los valores de IL-1B en FGC de
pacientes con gingivitis sin pérdida y
con pérdida de insercion periodontal
eran mayores que el los de los
pacientes periodontalmente  sanos.
Rawlison y colaboradores (136) simi-
lar a nuestro estudio, tomaron una
serie de precauciones para evitar que
las muestras de IL-1p en FGC se
contaminasen con saliva o con sangre,
ya que segun Dinarello 1991 (177) y
Tizard 1995 (178) estos dos fluidos
contienen cantidades de IL-1f vy
podrian alterar los datos obtenidos.
Tras localizar las bolsas activas san-
grantes, antes de tomar la muestra se
esperd el tiempo necesario hasta que la
lesion dejase de sangrar y ademas,
para evitar la posible contaminacién
con saliva, se procedi6 a aislar la zona
con rollos de algodén, se empled el

eyector de saliva y se decidio a elegir

piezas dentales del maxilar en vez de
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la mandibula. Dichos autores en su
estudio dejaban 3 minutos la tira de
papel en el interior del surco, siguien-
do las conclusiones a las que llegaron
(175),

quienes propusieron que el tiempo de

Reinhardt y colaboradores
espera de 30 segundos era insuficiente
para tomar una adecuada cantidad de
muestra. Observaron que las [IL-10]
en FGC mas elevadas las obtuvieron
las localizaciones profundas y san-
grantes, los valores intermedios los
poseian las localizaciones profundas y
no sangrantes y por ultimo, las loca-
lizaciones sanas mostraron los niveles
mas bajos. Por el contrario, estos
mismos investigadores Rawlison y co-
laboradores (176) tres afios mas tarde
en un estudio similar donde incluyeron
un grupo fumador y otro no fumador,
observaron que las [IL-1B] en FGC
mas bajas se encontraban en las
localizaciones con enfermedad perio-
dontal. Esto sucedia en ambos grupos.
Por el contrario, los valores mas
elevados se encontraban en las
localizaciones sanas. Dichos autores
sugieren que estas diferencias pueden

deberse a la recalibracion del perio-

tron. Esta se llevd a cabo con una

mezcla de sueros, en lugar de con
suero salino como en el primer
estudio. Anaden que actualmente el
fluido mas indicado para la calibracion
del periotron es la mezcla de sueros.
Engebreston y colaboradores (179) en
un estudio longitudinal de 24 semanas,
registraron los niveles de IL-1B en
FGC en “base line” y los compararon
después de realizar el tratamiento
periodontal basico, que consistié en
raspado y alisado radicular. Los
niveles mas elevados se registraron en
pacientes con enfermedad periodontal
severa y los mas bajos en pacientes
con enfermedad periodontal leve. A
las 2 semanas del tratamiento, las [IL-
1B] en FGC se redujeron en todos los
pacientes. A las 24 semanas, esa [IL-
1B] se mantuvo disminuida en los
pacientes con una enfermedad perio-
dontal més leve, mientras que en los
pacientes con enfermedad periodontal
mas severa, estos niveles volvieron a
recuperar los valores previos al
tratamiento. Cuando la profundidad de
sondaje se contemplé como una
variable en el registro de IL-1P3, se
observo que los niveles mas elevados

se encontraban en las bolsas menos
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profundas. Giannopoulou y colabo-
radores (180) en un estudio anterior al
nuestro, también observaron que los
niveles mas elevados de IL-1P en FGC
los poseian los grupos con enfermedad
periodontal cuando se compararon con
los grupos de gingivitis y de control.
Ademas, las localizaciones activas en
los grupos con periodontitis, presenta-
ban niveles mas elevados de IL-1f en
FGC que los de las localizaciones
inactivas. Tanto la IL-1f, como la IL-6
y la IL-8 estan asociadas con la
destruccion  periodontal. Por el
contrario, la IL-4 muestra un efecto
protector respecto al estado periodon-
tal, encontrandose los valores mas
altos en las localizaciones sanas. No se
encontrd6 ningun tipo de asociacion
entre el hecho de ser un paciente
fumador y los niveles de IL-1B en
FGC, pero se encontro con respecto al
estrés, viéndose aumentados los

niveles de IL-1P, de IL-6 y de IL-8 en

pacientes con estrés.

| Correlacion entre la [IL-1f] en
FGC y los parametros clinicos.
Cuando se analizaron los dos grupos

de nuestro estudio por separado, las

unicas correlaciones que se encon-
traron fueron: entre la [IL-1B] en FGC
de la bolsa derecha y la [IL-1B] en
FGC de la bolsa izquierda (r = 0.965,
p<0.001 en el grupo EP y r = 0.872,
p<0.001 en el grupo control). Y entre
el sangrado al sondaje y la presencia
de placa dental (r = 0.547, p<0.005 en
el grupo EP y r = 0.566, p<0.003 en el
grupo control). Nuestros resultados
coinciden con los obtenidos por

(171),

quienes describieron una correlacion

Figueredo y colaboradores

entre las distintas localizaciones de un
mismo paciente respecto a la [IL-10]
en FGC, independientemente de la
profundidad de sondaje de las localiza-
ciones. Estos autores afirman que los
niveles de IL-1P son caracteristicos de
cada paciente. No se encontrd ninguna
correlacion entre el resto de parame-
tros clinicos. La falta de correlacion
encontrada por nosotros, fue descrita
anteriormente por Masada y colabora-
dores (130), quienes no encontraron
ningn tipo de correlacion entre los
niveles de IL-1p en FGC y la
profundidad de la bolsa. Manifiestan

que esta falta de correlacion era de

esperar, ya que la profundidad de la
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bolsa periodontal refleja la evolucion
acumulada en la historia de la
enfermedad, y no tiene que mostrar la
actividad de la periodontitis. Wilton y
colaboradores (168) tampoco encon-
traron ningun tipo de correlacion entre
la concentracion de IL-1B en FGC y
los parametros clinicos que estudiaron:
profundidad de sondaje, pérdida de
insercion e indices gingival y de placa
dental. Por el contrario Hou y cola-
boradores (169), observaron que la
cantidad total, pero no la concen-
tracion de IL-1B en FGC estaba corre-
lacionada tanto con el indice gingival
como con la profundidad de sondaje.
Cavanaugh y colaboradores (170) al
contrario que en nuestro estudio,
hallaron la presencia de una corre-
lacion entre los niveles de IL-1p en
FGC y la maxima pérdida de hueso en
altura. Stashenko y colaboradores
(129) también encontraron una corre-
lacion estadisticamente significativa
entre los niveles de IL-1p y la cantidad
de pérdida de insercion producida en
un intervalo de dos meses. Sin
embargo, no encontraron correlacion

ni con el sangrado al sondaje ni con la

supuracion. Engebreston y colabora-

dores (179) si observaron una asocia-
cion estadisticamente significativa en-
tre la [IL-1B] en FGC y la profundidad

al sondaje y la pérdida de insercion.

| Relacion entre la [IL-1f] en
FGC y la presencia de polimorfismos
en los genes de la IL-1. Después de
comparar las [IL-1B] en FGC y los
distintos genotipos para los genes de la
IL-1 entre los miembros de nuestro
estudio, no se observd ninguna
correlacion estadisticamente significa-
tiva. Se analizaron tanto los dos gru-
pos por separado como los dos grupos
juntos, y en ninguna de las dos
circunstancias se pudo encontrar co-
Sobre

rrelacion. la base de los

resultados obtenidos en nuestro
estudio, podemos afirmar que no
existe ningun tipo de relacion entre el
genotipo de los genes de la IL-1 y la
produccion de IL-1B presente en el
FGC. En un estudio anterior al nuestro
in vitro, Mark y colaboradores (141)
encontraron resultados similares a los
nuestros.  Observaron  que la
produccion de IL-1B por parte de
aislados fueron

monocitos que

enfrentados a  patogenos  perio-
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dontales, no presentaron diferencias
estadisticamente  significativas  en
cuanto a ser genotipo positivo o
negativo para los genes de la IL-1.
Santtila 'y  colaboradores  (181)
también observaron una disminucion
en la produccion de IL-1P por parte de
células mononucleares periféricas en
aquellos individuos que presentaban
polimorfismo en el gen IL-1B en la
posicion +3953. Gore y colabora-
dores (148), en un estudio donde en-
traban pacientes fumadores, encontra-
ron una asociacion entre la presencia
de polimorfismos en el gen IL-1B en
la posicion +3953 con una mayor
produccién de IL-1B por parte de
células polimorfonucleares periféricas.
Aunque encontraron una asociacion,
¢ésta no fue estadisticamente significa-
tiva.  Por el contrario, Pociot y
colaboradores (143) concluyeron que
aquellos individuos que eran heteroci-
gbticos para el polimorfismo del gen
IL-1B en su posicién +3953 sin tener
en cuenta su estado periodontal,
producian de un 30% a un 40% mas
cantidad de IL-1p frente a LPS de
individuos

E.coli que genotipo

negativo. Esta produccion estaba

aumentada en un 50% en los indivi-
duos homocigdticos. Engebretson y
colaboradores (144), en contra posi-
cion a los resultados obtenidos en
nuestro estudio, observaron anterior-
mente que los individuos genotipo
positivo producian mayor cantidad de
IL-1B en FGC que los individuos
genotipo negativo. Antes de recibir
tratamiento periodontal, las bolsas
periodontales < 4 mm en los pacientes
genotipo positivo, presentaban un 40%
aumentada la concentracion de IL-1f
respecto a los pacientes genotipo
negativo. Las bolsas profundas antes
del tratamiento, no presentaron
diferencias estadisticamente significa-
tivas en funcion de ser genotipo
positivo o negativo. Observaron que
tras el tratamiento periodontal, las [IL-
1B] en FGC disminuian un 18.5% en
los pacientes genotipo negativo,
mientras que en los pacientes geno-
tipo positivo permanecian iguales.

Shirodaria y colaboradores (145)
demuestran una asociacion estadistica-
mente significativa entre el presentar
polimorfismos s6lamente en el gen IL-
1A en la posicion +4845 y una mayor

concentracion de IL-1a en FGC en
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pacientes no fumadores. Galbraith y
colaboradores (147) incluyendo fuma-
dores en sus grupos de estudio,
observaron que la produccion de IL-13
por parte de de los PMN tendia a ser
mayor en los pacientes que presen-
taban polimorfismo en el gen IL-1B en
la posicion +3953, aunque estas dife-
rencias no fueron estadisticamente

significativas.

No se ha encontrado una explica-
cion plausible para estas discrepancias.
Puede ser que la produccion de la IL-
1B est¢ regulada por otro locus
genético ademas de por el locus +3953

del gen de la IL-1B.

RELACION ENTRE EL
POLIMORFISMO DE LOS GE-
NES DE LA IL-1 Y LA ENFER-
MEDAD PERIODONTAL.

V.2

Uno de los objetivos de nuestro
estudio era intentar relacionar la pre-
sencia de polimorfismos genéticos de

la IL-1 con una mayor prevalencia de

la enfermedad periodontal. Los resul-
tados de nuestro estudio, no reflejaron
ninguna diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al estado perio-
dontal y la presencia de polimorfismos
en los genes: IL-1A en la posicion
+4845, IL-1B en la posicion +3953 y
el genotipo positivo (presencia de
polimorfismos tanto en el gen IL-1A
en la posicion +4845 como en el gen
IL-1B en la posicion +3953) entre los
dos grupos del estudio. Segin estos
resultados, podemos afirmar que la
presencia de polimorfismos en los
genes IL-1A +4845 e IL-1B +39353
tanto juntos como por separado, no
suponen un factor de riesgo para la
aparicion de la enfermedad periodon-
tal cronica. Walker y colaboradores
(160) obtuvieron wunos resultados
idénticos en cuanto a la periodontitis
juvenil localizada, pero en la pobla-
cion afro-americana de la zona oeste
de Carolina del Norte. Hodge vy
colaboradores (182) tampoco encon-
traron diferencias entre un grupo de
pacientes con periodontisis generali-
zada rdpidamente progresiva y otro

grupo control de raza caucasiana y

origen Europeo, en lo que respecta a la
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presencia de polimorfismos de los
genes IL-1A en la posi-cion +4845 e
IL-1B en la posicion +3953 tanto
juntos como por separado. Rogers y
colaboradores (154) al igual que
nosotros, tampoco encontraron dife-
rencias significativas en cuanto al
polimorfismo del gen IL-1A en la
posicion +4845 o a ser genotipo
positivo entre un grupo con enfer-
medad peridontal cronica y periodonti-
tis rapidamente progresiva y otro gru-
po sano. También determinaron que la
posesion de polimorfismos en los
genes de la IL-1 no aumentaba la
susceptibilidad en la pérdida de im-
plantes. Otros autores como Papapa-
nou y colaboradores (183) fueron
incapaces de encontrar diferencias
estadisticamente significativas en la
prevalencia respecto a ser genotipo
positivo o negativo entre un grupo de
pacientes con enfermedad periodontal
y otro grupo de pacientes sanos.
Pociot y colaboradores (143) ya
habian encontrado resultados similares
a los nuestros, determinaron que la
severidad de la enfermedad periodo-

ntal era la misma tanto para individuos

con genotipo positivo como para

individuos con genotipo negativo.
Galbraith y colaboradores (147), inclu-
yendo fumadores en sus grupos de
estudio, observaron una relacion es-
tadisticamente significativa entre el
hecho de presentar polimorfismos en
el gen de la IL-1B en la posicion
+3953 y el padecer la enfermedad
periodontal avanzada. Estos autores
concluyen que los individuos con este
tipo de polimorfismos son tres veces
mas

susceptibles de padecer la

enfermedad que aquellos que no
presentan dicho polimorfismo. Gore y
colaboradores (148) en un estudio
donde también se incluian pacientes
fumadores, encontraron una mayor
frecuencia de polimorfismos en el gen
IL-1B en la posicion +3953 en pacien-
tes con enfermedad periodontal severa.
Aunque estas diferencias no eran
estadisticamente significativas, estos
resultados difieren de los encontrados
por Kornman y colaboradores (128).
Estos autores encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre
pacientes con enfermedad periodontal
grave que eran no fumadores y el

hecho de presentar polimorfismos

genéticos. Pero esta asociacion sola-
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mente aparecia cuando los polimor-
fismos se encontraban tanto en el gen
IL-1A como en el gen IL-1B (genotipo
positivo). Shirodaria y colaboradores
(145) contemplaron una asocicacion
estadisticamente significativa entre la
presencia de polimorfismos en el gen
IL-TA en la posicion +4845 y un
mayor riesgo de padecer enfermedad
periodontal grave en pacientes no fu-
madores. Aunque esta asociacion sola-
mente la observaron en el gen IL-1A,
no descartaron que aquellos individuos
que ademads presentasen otro polimor-
fismo en el gen IL-1B, podrian mani-
festar una mayor predisposicion de
padecer la enfermedad. McDevit y co-
laboradores (146) a pesar de encon-
trar diferencias entre los grupos con
enfermedad periodontal y control
respecto a si son genotipo positivo o
negativo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. AuUn
asi, consideran un factor de riesgo de
padecer la enfermedad periodontal
cronica el expresar ambos polimorfis-
mos. Por el contrario, cuando solo
tuvieron en cuenta a los pacientes no

fumadores, si observaron diferencias

estadisticamente significativas entre

los dos grupos. Por tal razén, ha de
tenerse en cuenta la importancia del
tabaco en la etiologia de la enferme-
dad. Cullinan y colaboradores (144)
concluyen que el ser genotipo positivo
para los genes de la IL-1, contribuye a
la susceptibilidad de adquirir la
enfermedad periodontal, pero no es un
factor esencial en el desarrollo de la
misma. Thomson y colaboradores
(185) describen una asociacidon entre
un determinado compuesto genotipico,
(homocigético para el alelo-1 en el
gen IL-1A +4845 y homocigoético para
el alelo-2 en el gen IL-1B +3953) y
una mayor prevalencia de la
enfermedad periodontal en individuos
con 26 afios de edad. Aunque sugieren
que estos resultados podrian estar
sujetos a algln tipo de error debido al

Anteriormente

(186) vya

disefio del estudio.
Jepsen y colaboradores
habian encontrado resultados similares
a los nuestros. Fueron incapaces de
hallar la influencia del factor genético
de la IL-1 referente a la aparicion de la
gingivitis. En un estudio bastante
completo realizado en el 2002, Meisel
y colaboradores (187) no encontraron

correlacion entre ser genotipo positivo
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para la IL-1, presentar polimorfismo
en el gen IL-1B +3953 o presentar
polimorfismo en el gen IL-1A +4845 y
una mayor pérdida Osea o cualquier
otro parametro clinico estudiado. Un
afios mas tarde, estos mismos autores
(188) observaron que solamente los
pacientes fumadores con genotipo
positivo para la IL-1 poseian un mayor
riesgo de padecer la enfermedad
periodontal que los controles. Conclu-
yen que debe existir una asociacion
sinérgica entre el factor genético y el
tabaco. Siguiendo con esta pauta, en el
20004 Meisel y colaboradores (189)
han vuelto a reincidir que  los
pacientes con genotipo positivo para la
IL-1 que eran fumadores, poseian un
mayor riesgo de padecer la enfer-
medad periodontal. Concluyen que el
tabaco constituye un factor de riesgo
mas importante que el factor genético.
Puesto que en las personas sin ese
habito el factor genético es incapaz de
expresarse y, por tanto. desaparece su
implicaciébn en la aparicion y pro-

gresion de la enfermedad.

Teniendo en cuenta la revision

bibliografica realizada y los resul-

tados aportados en este trabajo,
podemos concluir que los estudios
mas recientes, tienden a no considerar
la relacion entre la presencia de
polimorfismos en los genes de la IL-1
y la prevalencia de la enfermedad
periodontal, afirmando que los poli-
morfismos en los genes de la IL-1 no
son unos marcadores genéticos fiables
para determinar la susceptibilidad de

la enfermedad periodontal.

V.3 PREVALENCIA DEL POLI-
MORFISMO DE LOS GENES
DE LA IL-1.

Conociendo las limitaciones que
presenta el tamafio y distribucion de
las muestras obtenidas, consideramos
que el conocer la prevalencia de los
polimorfismos de la IL-1 en una
poblacion de origen espanol y de raza
caucasiana, puede ser util para poste-
sobre esta linea de

riores estudios

investigacion.

Nuestros resultados muestran la si-

guiente prevalencia de los polimorfis-
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mos: para el genotipo positivo un 36%
(en la poblacion total del estudio) y un
32% (sdlo en el grupo con enfermedad
periodontal). Para el alelo 2 del gen
IL-1A +4845 un 46% (en la poblacion
total del estudio) y un 36% (s6lo en el
grupo con enfermedad periodontal).
Para el alelo 2 del gen IL-1B +3953 un
44% (en la poblacion total del estudio)
y un 36% (s6lo en el grupo con enfer-

medad periodontal).

Dentro de la raza caucasiana, y

aun existiendo ciertas diferencias
respecto a la prevalencia en los
polimorfismos de los genes de la IL-1,
la mayoria de las poblaciones presen-
tan porcentajes muy similares. Asi,
dentro del continente Europeo y
Australiano, Thomson y colaboradores
(185) encontraron resultados casi idén-
ticos a los nuestros, con una prevalen-
cia para el genotipo positivo del
34.3%, del 49.2% para el alelo 2 del
gen IL-1A +4845 y del 40.8% para el
alelo 2 del gen IL-1B +3953 en una
poblacion de Nueva Zelanda. Sakella-
11 y colaboradores (157) observaron en
la poblacién griega una prevalencia

del 40% para el genotipo positivo.

Kornman y colaboradores (128) ha-
llaron una prevalencia para el genotipo
positivo del 29.1% en una poblacion
Norte-Europea. Por el contrario, Hod-
ge y colaboradores (182) en una po-
blacion Norte-Europea encontraron
una prevalencia para el genotipo
positivo del 46.4%, del 34.4% para el
alelo 2 del gen IL-1A +4845 y del
31.2% para el alelo 2 del gen IL-1B
+3953. Asi mismo, Meisel y colabo-
radores, (187) descubrieron una
prevalencia para el genotipo positivo
del 43.5%, del 56.5% para el alelo 2
del gen IL-1A +4845 y del 48% para
el alelo 2 del gen IL-1B +3953 en una
poblacion de origen aleméan. Por su
parte, Papapanou y colaboradores
(183) encontraron una prevalencia
para el genotipo positivo del 42.9% en
una poblacién sueca. Lang y colabora-
dores (151) encontraron una preva-
lencia para el genotipo positivo del
35.3% en una poblacion de origen
suizo. Resultados muy similares
hallaron DeSanctis y colaboradores
(152) con una prevalencia para el
genotipo positivo del 35% en una

poblacion italiana.
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Por otro lado, en las diferentes
poblaciones norte-americanas, Culli-
nan y colaboradores (144) observaron
una prevalencia del 38.9% para el
genotipo positivo. Por su parte, Mc-
Devit 'y  colaboradores  (146)
encontraron una prevalencia para el
genotipo positivo del 34% en una
poblacion de Atlanta. Similares
reultados obtuvieron Galbraith y cola-
boradores (147) quienes contemplaron
una prevalencia del 37.6% para el
alelo 2 del gen IL-1B +3953 en una
poblacion de Carolina del Sur. Asi
mismo, McGuire y colaboradores
(150) también encontraron una preva-
lencia para el genotipo positivo del
38% en una poblacion de Houston.
Ademas, Caffesse y colaboradores
(156) encontraron una prevalencia
para el genotipo positivo del 26% en
una poblacion hispana de origen
mejicano. Por otra parte, Engebrestson
y colaboradores (144) observaron
una prevalencia para el genotipo
positivo del 29% en una poblacion de

Nueva york.

Notables diferencias se han encon-
trado respecto a la prevalencia del
genotipo positivo entre poblaciones de
distintas etnias. Tanto la etnia africana
como las etnias del lejano oriente, pre-
sentan los porcentajes de prevalencia
mas bajos al ser comparados con los

Asi,
(158)

datos de nuestro estudio.

Armitage y colaboradores
encontraron una prevalencia del 2.3%
en una una poblacioén china. Anusak-
sathien y colaboradores (159) también
encontraron una prevalencia baja del
1.6% en una poblacion tailandesa.
Mayor fue la prevalencia encontrada
por Walker y colaboradores (160) un
12.8%

en una poblacion Afro-

Americana.

También son apreciables las dife-
rencias que se han descrito respecto a
la prevalencia del alelo 2 para el gen
IL-1A +4845 entre poblaciones de
distintas etnias. De nuevo, tanto en la
etnia africana como en las etnias del
lejano oriente, se observan las
prevalencias mdas bajas cuando son

comparadas con las de nuestro estudio.
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Asi, Armitage y colaboradores (158)
observaron una prevalencia del 17%
en una poblacion china. Por el contra-
rio, Sakellari y colaboradores (157)
encontraron una prevalencia del 29%
en la poblacion griega. Parecido re-
sultado observaron Walker y colabora-
dores (160) con una prevalencia del
284% en wuna poblacion Afro-
Americana. Diferentes resultados con-
templaron Shirodaria y colaboradores
(145) observando una prevalencia del

73.7% en una poblacion inglesa.

No menos apreciables, son las di-
ferencias que se han encontrado res-
pecto a la prevalencia del alelo 2 para
el gen IL-1B +4845 entre poblaciones
de distintas etnias. Una vez mas tanto
en la etnia africana como en las etnias
del lejano oriente, ofrecen las
prevalencias mas bajas cuando son
comparadas con las de nuestro estudio.
Asi, Armitage y colaboradores (158)
detectan una prevalencia del 3.3% en
una poblacion china. En cambio,
(157)

observan una prevalencia del 29.7%

Sakellari 'y colaboradores

en la poblacion griega. Esta

prevalencia es simiar a la encontrada

por Walker y colaboradores (160) en
una poblacion Afro-Americana, un

24.1%.

Sobre la base de la revision bi-
bliografica realizada y los resultados
expuestos en este estudio, se puede
concluir que los polimorfismos de los
de la IL-I,

genes guardan cierta

homogeneidad en relacion a su
prevalencia en la raza caucasiana. Sin
embargo, existe una gran heterogenei-
dad y discrepancia etre las razas china,

tailandesa y afro-americana.
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1. Los pacientes con enfermedad periodontal crénica activa presentan
concentraciones de IL-1p en FGC mas elevadas que la de los pacientes

Sanos.

2. Existe una evidente correlacion de la concentracion de IL-1B en FGC

entre las bolsas periodontales activas de un mismo individuo.

3. La respuesta inflamatoria del periodonto en un mismo individuo, tiene
una intensidad muy similar en la cavidad bucal, cuando estd estimulada

por microorganismos periodontopatdgenos.

4. La IL-1B se puede considerar un buen marcador para determinar la

severidad y progresion de la enfermedad periodontal cronica.

5. La expresion de polimorfismos genéticos en la posicion +4845 del gen
de la IL-1A y/o en la posicion +3953 del gen de la IL-1B, no son
factores de riesgo para padecer la enfermedad periodontal crénica. Por lo
que no se pueden considerar como marcadores genéticos de la

enfermedad periodontal cronica.

6. La expresion de polimorfismos genéticos en la posicion +4845 del gen
de la IL-1A y/o en la posicion +3953 del gen de la IL-1B, no implica
una sobreproduccion de IL-1B en FGC.

7. La prevalencia de polimorfismos genéticos en la poblacion espafiola de
raza caucasiana para los genes IL-1A e IL-1B, presentan valores

similares al de otras poblaciones de idéntica raza.
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