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RESUMEN

Los receptores Fcy (FcyR), especificos para lainmunoglobulina G, les confieren a las células
donde se expresan funciones en la respuesta inmunoinflamatoria. La heterogeneidad
interindividual en la eficiencia de la funcion de los FcyR se ha explicado por polimorfismos
en los genes que codifican 3 de estos receptores, FcyRlla, FcyRllla'y FcyRIllb, los cuales
han sido asociados con susceptibilidad y/o severidad en enfermedades infecciosas y
autoinmunes en diferentes poblaciones. En este trabajo se analizan las caracteristicas
clinicas de 94 pacientes chilenos con evidencia de dafio periodontal y se establece la
frecuencia alélica/genotipica del polimorfismo H131R en el gen FCGR2A que codifica para
el receptor FcyRlla, asi como su posible asociacion con periodontitis. El polimorfismo G>A
(H131R) en el gen FCGR2A se estudio por PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan.
En el grupo estudiado se encontr6 un alto porcentaje de pacientes con periodontitis (86,
2%) y una asociacion significativa a edad y sexo. No se observé una asociacion a los alelos
H o R, ni a los genotipos encontrados (H/R y R/R).

Este es el primer trabajo en que se estudia el polimorfismo H131R en el FcyRlla en
poblaciéon chilena en una muestra de pacientes adecuadamente caracterizados; sin
embargo, creemos que es necesario estudiar un mayor nimero de sujetos para determinar
silos polimorfismos de los genes FcyR constituyen o no posibles factores de susceptibilidad
a enfermedad periodontal en poblacion chilena.
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ABSTRACT

The Fcy receptors (FcyR) specific for the immunoglobulin G, express for the immune
inflammatory response function. The inter individual heterogeneity in the efficiency
of theFcyR function has been explained by polymorphisms in genes that encode for 3
of thesereceptors, FcyRlla, FcyRllla and FcyRIllb, which have been associated with
susceptibilityor severity in autoimmune and infectious diseases in different populations.
This paper discusses the clinical characteristics of 94 Chilean patients with evidence of
periodontal damage and establishes the allelic/genotypic frequency of polymorphism
H131R in theFCGR2A gene, which encodes for the receptor FcyRlla, as well as their
possible association with periodontitis. Polymorphism G>A (H131R) in the gene FCGR2A
was studied via realtime PCR using TagMan probes. In the study group, a high percentage
of patients withperiodontitis was found (86, 2%) with a significant association with age and
gender. No determination could be reached as to whether the allele H or R or the genotypes
found(H/R and R/R) were a factor of genetic susceptibility. This is the first study to determine
the polymorphisms of the FcyR gene in a Chilean population adequately characterized;
nevertheless, we believe that it is necessary to study a greater number of subjects in order
to determine if the polymorphisms of the FcyR gene are possible factors of susceptibility to
periodontal disease in the Chileanpopulation.

KEYWORDS
R131H polymorphism, Periodontitis, FCGR2A.

Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 11(2); 84-90, 2018.

84 | Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 11(2); 84-90, 2018.




Caracterizacion de una muestra de pacientes chilenos con periodontitis y frecuencia del polimorfismo H131R en el receptor FcyRlla.

INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales, entre ellas la periodontitis, se des-
criben como unas de las enfermedades mas prevalentes de la especie
humana. La periodontitis es definida por la Asociacion Americana de
Periodontologia como: “una extension de la inflamacion desde la encia
hacia el hueso y ligamento periodontal adyacente, usualmente con un
cambio progresivamente destructivo que conduce a la pérdida 6sea y del
ligamento periodontal”™. Las estimaciones de prevalencia, severidad y
progresion difieren por como se define la enfermedad y de acuerdo a la
poblacién estudiada, encontrandose generalmente una prevalencia de 5
a 20% de la poblacion general de paises industrializados, con formas se-
veras y generalizadas de periodontitis® . Actualmente, desde un punto
de vista epidemioldgico, distintos autores describen que la destruccion
periodontal evaluada a través de la Pérdida de Insercion Clinica (PIC)
= 1mm es muy prevalente, aun en sujetos jovenes y que, en una pobla-
cién dada, la prevalencia, extension y severidad de esta PIC aumenta
conforme aumenta también la edad. Sin embargo, segun lo referido el
afio 2015, dentro de América Latina los datos epidemioldgicos son es-
casos y heterogéneos. Congruentemente, hay diferencias relevantes en
la prevalencia de periodontitis, que varian para las formas leves y mas
frecuentes, entre 3.75 y 100% y para las periodontitis severas de 0 a
45%. La poblacién adulta chilena tiene una alta prevalencia y extension
de la periodontitis, relacionada con la edad, sexo, nivel de educacién y
tabaquismo. Como evidencia el estudio de Gamonal y col., los pacientes
chilenos mostraron en un 93.45% de los adultos jovenes (35-44 afios),
PIC 2 a 1mm y un 97.58% de los adultos mayores (65-74 afios), con
mayor cantidad de dientes perdidos y PIC. Esto ultimo mas severo en
sexo masculino y con diferencias significativas por niveles de educacion
y socioeconémicos respecto de los individuos controles® 56 7).

La periodontitis se considera una enfermedad infecciosa, inflamatoria,
multifactorial y destructiva, en la cual la biopelicula polimicrobiana esta-
blecida en la union dento-gingival puede iniciar un proceso inflamatorio
que, de no ser abordado, puede ser destructivo del periodonto y llevar a
la pérdida dentaria®. Aunque la PIC es el concepto esencial en los estu-
dios de factores de riesgo para periodontitis, la definicion y manejo clinico
de la enfermedad debe incorporar variables tales como la profundidad de
sondaje (PS), el sangrado al sondaje (SS) y la pérdida 6sea®. Respecto
a su naturaleza multifactorial, se ha demostrado que el tabaquismo y la
diabetes son factores de riesgo modificables para la periodontitis, sin em-
bargo, esta enfermedad también esta asociada a otros factores de riesgo
potenciales, tales como: estrés, factores nutricionales (hipovitaminosis
C), enfermedades con respuesta del hospedero alterada (leucemia, trom-
bocitopenia y desordenes leucocitarios, infecciones por VIH) e incluso
diferencias sociales significativas® 8. Por otra parte, existen factores de
riesgo potenciales (llamados factores de susceptibilidad) no modificables
como la edad, el sexo y el genotipo. Los factores de susceptibilidad ge-
néticos tienen la posibilidad de incidir en la intensidad de la respuesta del
hospedero al estimulo bacteriano (heterogeneidad inter-individual)® 1,

Al respecto de lo anterior, los estudios en su mayoria se han enfocado
en abordar los polimorfismos en genes que codifican: citoquinas, recep-
tores celulares de superficie, proteinas relacionadas con reconocimiento
de antigenos y genes relacionados con el metabolismo de la vitamina D,
entre otros. Una de las familias de genes mas estudiadas en periodontitis
es la de los genes de los FcyR("%), ya que existen diversos aspectos
de su plausibilidad biolégica como indicador de riesgo, tales como: su
presencia en distintas células relacionadas con la respuesta inmune a
nivel periodontal (macréfago, linfocito polimorfonuclear neutréfilo, plaque-
tas) y su capacidad para unirse especificamente a la inmunoglobulina G
(IgG), otorgada por el fragmento constante (Fc)®?® %2, Esta ultima unién
desencadena procesos de: citotoxicidad, fagocitosis, generacion de ion
superoxido, produccion de citoquinas y anticuerpos y otras funciones ce-
lulares, componentes a su vez de la respuesta inflamatoria destructiva
de tejido colageno y dseo, observable en varias patologias, entre ellas la
periodontitis®?. Si las funciones de estas células son menos eficientes o
son sobre-eficientes, por expresion polimoérfica del FcyR, es concebible
pensar que la susceptibilidad y/o la severidad de la periodontitis se vean
afectadas(0 1213,

En la actualidad se reconocen en la familia de FcyR cuatro subclases:
FeyRla, Ib, Ic, FeyRlla, b y llc, FeyRllla y b, codificados en nueve
genes ubicados en el brazo largo del cromosoma 1. Recientemente, en
ratones se ha observado el FcyRIV con una afinidad intermedia para IgG,
sabiéndose ademas que esta presente en todos los mamiferos®+ 35 %),
De estos receptores, los sub-tipos FcyRlla, FcyRllla 'y FeyRIllb han sido
asociados con susceptibilidad y/o severidad a diferentes enfermedades
infecciosas y autoinmunes®”: %),

En las publicaciones que relacionan la periodontitis y los FcyR, uno
de los polimorfismos mas estudiados es el del gen que codifica el Fcy
Rlla (FCGR2A). Se trata del cambio nucleotidico c.497A>G en el exén

4, que resulta en una sustitucion de histidina (H) por arginina (R) en el
aminoacido 131 del receptor. Este cambio que ocurre en la region de la
proteina de membrana, cerca del dominio extracelular, va en detrimento
de la fijacion de 1gG264).

El propésito del presente estudio descriptivo transversal fue determi-
nar y analizar las caracteristicas clinicas de una muestra de pacientes
chilenos con evidencia de dafio periodontal, atendidos en el Servicio de
Odontologia, Especialidad de Periodoncia, Centro Médico San Joaquin
de la Red de Salud UC-CHRISTUS, establecer la frecuencia alélica y
genotipica del polimorfismo H131R en el gen FCGR2A y describir sus
eventuales asociaciones con enfermedad periodontal y otras variables
socio demograficas presentes en la muestra.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio y caracterizacion clinica

Para este estudio de corte transversal se recluté una muestra de 108
pacientes, quienes acuden a evaluacion odontoldgica integral al Servicio
de Odontologia del Centro Médico San Joaquin, Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Esta es realizada en primera
instancia por un odontdlogo general para luego ser derivados los suje-
tos en cuestion a evaluacién por la especialidad de Periodoncia. Este
estudio y el respectivo consentimiento informado fueron aprobados por
el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catolica de Chile (codigo de aprobacion 07-106).
Se incluyeron pacientes mayores de 18 arios libres de enfermedades
inmunoinflamatorias sistémicas luego de evaluacién médica pertinente.
Se excluyeron aquellos pacientes en terapia con anti-inflamatorios y/o
antibidticos dentro de los 6 meses previos al estudio por indicacién pro-
filactica y/o terapéutica y a pacientes embarazadas. Todos los sujetos
de estudio firmaron consentimiento informado. Aparte de sexo y edad,
se registraron datos socio-demograficos como tabaquismo (cantidad de
cigarrillos /dia)®® y escolaridad (basica, media y superior).

El examen clinico periodontal incluyd los siguientes parametros: nu-
mero de dientes, profundidad de sondaje (PS), nivel de insercion clinica
(NIC) y sangramiento al sondaje (SS) en 6 sitios por diente, en todos
los dientes presentes en boca, excluyendo los terceros molares. Mas del
90% de los pacientes fue examinado por un mismo evaluador (RH) y el
resto de los pacientes por un segundo profesional (CC). Los evaluadores
se calibraron respecto a la medicion de profundidad de sondaje y nivel
de insercion clinica con 10 pacientes, los cuales fueron medidos una vez
por cada examinador, en un plazo maximo de 3 dias consecutivos. No se
observaron mas de 2 sitios de diferencia (solo en 3 pacientes) con una
diferencia nunca superior a 1mm, en PS o NIC. No se realiz¢é test especi-
fico para medir la calibracion en cuestion.

Para ello, los pacientes fueron clasificados segun la severidad de los
sitios con periodontitis de acuerdo a los parametros de definicion de caso
de Page y Eke, Centro para Control de Enfermedad, Asociacion Ameri-
cana de Periodontologia®® 4! y seglin extension de acuerdo a Armitage
et al?.

Severidad:

- Sano (sin/no periodontitis): sin evidencia de periodontitis leve, mo-
derada o severa.

- Periodontitis leve: al menos 2 sitios interproximales con NIC = 3mm
y al menos dos sitios interproximales con PS = 4mm (no en el mismo
diente) o un sitio con PS = 5mm.

- Periodontitis moderada: al menos dos sitios interproximales con NIC
= 4mm (no en el mismo diente) o al menos dos sitios interproximales con
PS = 5mm (no en el mismo diente).

- Periodontitis severa: al menos dos sitios interproximales con NIC =
6mm (no en el mismo diente) y al menos un sitio interproximal con PS 2
5mm.

Extension:

- Localizada: cuando los sitios afectados por periodontitis comprenden
< 30% del total de los sitios.

- Generalizada: cuando los sitios afectados por periodontitis compren-
den > 30% de los sitios.

Estudio del polimorfismo H131R en el gen FCGR2A por PCR en
tiempo real

De los 108 sujetos examinados, en 94 se obtuvo muestra para el estu-
dio genético y en 85 se pudieron consignar los datos socio-demograficos.

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa en un tubo
con EDTA y enviadas al Laboratorio de Biologia Molecular del Depar-
tamento de Laboratorios Clinicos de la Facultad de Medicina, Pontificia
Universidad Catolica de Chile. La extraccion del ADN se realizé segun el
procedimiento estandar de “salting out” utilizado en el laboratorio® y se
guardd a -20° C hasta su analisis.
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La presencia de los alelos A o G se estudié por PCR en tiempo real
con sondas TagMan de acuerdo a lo descrito por Mglle et al“4. El pro-
ducto de 88 pb se amplifico con los partidores sentido GGTCAAGGT-
CACATTCTTCCA (5'-3') y anti-sentido ACTGTGGTTTGCTTGTGG
(5'-3'). Para la deteccion del alelo A se utilizo la sonda FAM-AAATCCCA-
GAAATTCTCCCATTTGGATCC-BHQ1 y para el alelo G la sonda FAM-
AAATCCCAGAAATTCTCCCGTTTGGATCC-BHQ1 (en negrita la base
correspondiente a cada alelo). Dado que en ambos casos se usaron
sondas marcadas con FAM como fluoréforo, las PCR para cada alelo
se realizaron por separado. Las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen de 25 ul: 22,5 pmol de cada partidor, 5 pmol de cada sonda y
12,5 Ml de mezcla maestra para reaccion en cadena de la polimerasa
con sondas TagMan® (Applied Biosystems, Life Technologies®, Santiago,
Chile), 2 pl de ADN y agua hasta completar el volumen. EI PCR se lle-
vo a cabo en equipo StepOne® (Applied Biosystems, Life Technologies®,
Santiago, Chile), utilizando el siguiente programa de amplificacion: 1 ciclo
de 1 minuto a 95°C, 45 ciclos de 30 segundos a 95°C y 1 minuto a 62°C
(cada ciclo). Como control negativo se analizé en cada corrida de PCR
un tubo sin ADN.

Métodos estadisticos

Para la descripcion de las variables se utilizan fundamentalmente fre-
cuencias absolutas y relativas (porcentajes). Las variables continuas se
describen con media y desviaciéon estandar, excepto en el grafico “box
plot” en el cual se utilizan los cuartiles y el maximo y minimo de los datos.
Para evaluar si las variables de la Tabla 3 siguen una distribucién nor-
mal se utilizé la prueba de Shapiro-Wilks. No obstante, dada la relativa
robustez de la prueba ANOVA a violaciones de normalidad, son estos
resultados los que se presentan en dicha tabla, después de comprobar
que se obtienen las mismas conclusiones si se realiza la prueba no pa-
ramétrica de Kruskal-Wallis. La asociacion entre variables categoéricas
se investiga a través de la prueba de la probabilidad exacta de Fisher ya
que en general el tamafio de la muestra es inadecuado para realizar la
prueba chi-cuadrado. Los analisis se realizaron en SPSS version 17.0.
Se consideraron significativos los test con valor p<0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas generales y periodontales

De los 108 pacientes reclutados, se obtuvo informacion clinica y ge-
nética en 94, cuyos datos socio-demograficos se muestran en la Tabla 1.
De esta tabla se desprende que la mayoria de los sujetos de estudio eran
mujeres, mayores de 35 afios, no fumaban y habian cursado educacion
superior. Esta distribucién de ambos sexos se mantuvo al separar los
sujetos por grupo etario, a saber: <39, 39-49, 50-57 y mayor que 57 afios,
comprobandose que la distribucion de la edad es similar en ambos sexos
(prueba de chi-cuadrado, p=0.205).

Tabla 1: Caracteristicas socio-demograficas de los sujetos de estudio.

Tabla 2: Distribucion de los sujetos de estudio segun extension y se-
veridad de la periodontitis.

Entre los 94 sujetos de estudio que tenian periodontograma y que fue-
ron genotipificados, la mayoria (n=81) presentaron periodontitis (86,2%),
ya sea moderada (n=23, 28,0%) o severa (n=58, 56,1%), pero localizada;
en ningun sujeto se encontré periodontitis leve. Doce pacientes (12,8%)
tenian periodontitis generalizada, y, a su vez, la forma severa de la enfer-
medad. Entre los 13 sujetos que no cumplieron con los criterios utilizados
como para clasificar como enfermos, si habia sujetos con pérdida de in-
sercion periodontal.

Tabla 3. Caracteristicas periodontales (total de dientes, SS, NIC y PS)
de los sujetos de estudio.

La mayoria de los sujetos con periodontitis tenia entre 23 y 28 dientes
(58 sujetos, 71,6%), observandose un nimero significativamente mayor
de dientes en los sujetos sin periodontitis comparados con los que pre-
sentan periodontitis, ya sea moderada o severa (Tabla 3). También se
observa que los valores de pérdida de insercion clinica (PIC) expresados
como media de NIC, asi como el numero de sitios con SS y de PS mos-
traron un incremento significativo tanto al pasar de los sujetos sin perio-
dontitis a los de periodontitis moderada como al pasar de estos a los de
periodontitis severa. SS no esta incluido como parametro para establecer
el diagnostico, sin embargo, es un indicador de la presencia de inflama-
cién, siendo congruente con los otros parametros.

Tabla 4: Variables socio-demograficas en sujetos sin y con periodon-
titis moderada y severa.

En cuanto a la asociacion de la severidad de la periodontitis con las
variables socio-demograficas (ver tabla 4), ésta mostré una asociacion
significativa con la edad (mayor edad mayor porcentaje de periodontitis
severa) y con el sexo (mas periodontitis moderada en el sexo masculino
y mayor frecuencia de personas sin periodontitis en el sexo femenino).

Tabla 1. Caracteristicas socio-demograficas de los sujetos de estudio
(n=94)

N %
F 61 64,9
Sexo
M 33 35,1
<35 15 16
Edad
235 79 84
No 48 51,1
<5 cigarrillos/dia 16 17
Tabaquismo
5 o mas/dia 21 22,3
No registrado 9 9,6
Basica 1 1,1
Media 31 33
Escolaridad
Superior 53 56,4
No registrado 9 9,5

Tabla 2. Distribucion de los sujetos de estudio segun extensioén y severi-
dad de la periodontitis (n=94)

Con periodontitis
Sin n=81(86.2%)
periodontitis* Mod T‘ZE,}‘;"
n=13(13.8%) | Leve n rg dg' Severa 2
(%) N | ")
23 46 82
<30% | 13(159%)  000%)  (ogow) (56,1%) (87.2%)
Extension
30% 12 12
o mas 0(0%) 0(0%)  000%)  (100%) (12.8%)
23 58 94
Total 13(138%)  000%)  ogm00)  (617%) (100%)

p=0.011, Test de la probabilidad exacta de Fisher
*En los sujetos sin periodontitis no se calculé este parametro.

Tabla 3. Caracteristicas periodontales (total de dientes, HS, NIC y PS)
segun severidad de la periodontitis de los sujetos de estudio (n=94)

Total de NIC ss PS
Severidad dientes Media Media Media

Media (DE) | (DE) (DE) (DE)

Sin
veriodontitis | 277 (11 03(03) 102(87) 12(04)
Moderada 250(27)  1,0(0,5) (fg'g) 17(0,3)
Severa 239(39)  24(12) (g;'g) 2,6 (0,7)
Valor p <0,001* <0,001*  <0,001*  <0,001*
*Test de ANOVA

En cuanto a la escolaridad y la severidad se observa que a medida que
aumenta la escolaridad tiende a disminuir el porcentaje de periodontitis
severa y a aumentar los porcentajes de sujetos sin periodontitis y con,
aunque no alcanza a ser significativa (p=0,062).

Tabla 5: Extension de la periodontitis segun variables socio-demogra-
ficas en los sujetos con periodontitis (n= 81).

Relativo a la extension, no se observé que la extension de la perio-
dontitis estuviera asociada con la edad, el sexo, la escolaridad ni el ta-
baquismo.
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Tabla 4. Variables socio-demograficas en sujetos sin y con periodontitis moderada y severa (n=94)

. p Sin Periodontitis Periodontitis Periodontitis Severa
Variable Categoria n (%) Moderada n (%) n (%) Valor p
<35 6 (40,0) 2(13,3) 7 (46,7)
Edad 0,010*
235 7 (8,9) 21 (26,6) 51 (64,6)
M 1(3,0) 11 (33,3) 21 (63,6)
Sexo 0,045*
F 12 (19,7) 12 (19,7) 37 (60,7)
Basica 0(0) 0(0) 1(100)
Escolaridad+ Media 4(12,9) 3(9,7) 24 (77,4) 0,062
Superior 9 (17,0) 17 (32,1) 27 (50,9)
No 7 (14,6) 12 (25) 29 (60,4)
(T;Z?c‘i'i‘;')sm“ <5 cigarrillos/dia 3(18,8) 2 (12,5) 11 (68,8) 0,846
25 3(14,3) 6 (28,6) 12 (57,1)

Test de la probabilidad exacta de Fisher
+En 9 pacientes no se obtuvo informacién sobre tabaquismo, ni escolaridad.

Tabla 5. Extension de la periodontitis segun variables socio-demografi-
cas en los sujetos con periodontitis (n=81)

Tabla 6. Frecuencia genotipica y alélica en sujetos sin y con periodontitis
severa o moderada (n=94)

Extension
Variable Categoria | <30%n | 230%n | valorp
(%) (%)
<35 8 (88,9) 1(11,1)
Edad 1,00
235 61(84,7) 11(15,3)
M 27 (84.4) 5(15,6)
Sexo 1,00
F 42 (85,7) 7(14,3)
Basica 1(100) 0 (0)
Escolaridad+ Media 22 (81,5) 5(18,5) 0,56
Superior 39 (88,6) 5(11,4)
No 36 (87,8) 5(12,2)
Tabaq“i;':)“ (cig/ <5 10(76,9) 3(231) | 0,639
25 16 (88,9) 2(11,1)

Test de la probabilidad exacta de Fisher
+En 9 pacientes no se obtuvo informacién sobre tabaquismo, ni escolaridad.

Polimorfismo H131R en el gen FCGR2A

De manera global, el genotipo R/R se presenté en el 18.1% (n=17) de
los sujetos y el genotipo R/H en el 81.9% (n=77) restante. El genotipo H/H
no se observé en esta muestra de pacientes. En linea con lo anterior, la
frecuencia del alelo R es del 59% y la del alelo H del 41%. La presencia
de este polimorfismo se analizé como frecuencia alélica y genotipica en
relacion a la severidad de la periodontitis (Tabla 6) y a la extension de la
enfermedad (Tabla 7). Ni la frecuencia genotipica ni la alélica se asocia-
ron significativamente al total de dientes, porcentaje de SS, media de NIC
y de PS (datos no mostrados).

Tabla 6: Frecuencia genotipica y alélica en sujetos sin y con periodon-
titis severa o moderada.

Ni la frecuencia genotipica ni la alélica se asociaron significativamente

Sin Periodontitis | Periodontitis el
Periodontitis | Moderada Severan
n (%) n (%) (%) P
. R/R 1(5,9) 3(17,6) 13 (76,5)
Frecuencia 05
genotipica ,
R/H 12 (15,6) 20 (26,0) 45 (58,4)
) R 14 (53,8) 26 (56,5) 71(61,2)
Frecggnma 0,716
alélica
H 12 (46,2) 20 (43,5) 45 (38,8)

Test de la probabilidad exacta de Fisher

Tabla 7. Frecuencia alélica y genotipica segun extension (n=94)

Extensién
valor
<30% 230% p
n (%) n (%)
; R/R 13 (81,3) 3(18,7)
Frecugn_ma 0,696
genotipica
R/H 56 (86,2) 9(13,8)
F . R 82 (84,5) 15 (15,5)
recuencia
alélica 0825
H 56 (86,2) 9(13,8)

Test de la probabilidad exacta de Fisher

a la severidad de la periodontitis.

Tabla 7: Frecuencia alélica y genotipica segun extension.

Ni la frecuencia genotipica ni la alélica se asociaron significativamente
a extension de la periodontitis.

DISCUSION

Diversos estudios han evidenciado que existe una posible asociacion
entre la distribucion del polimorfismo H131R en el receptor FcyRlla y la
presencia de periodontitis. Sin embargo, los resultados han sido contro-
vertidos, lo que hace dificil concluir que exista o no una relacién. Las
razones para estas controversias pueden ser de diversa indole: dispari-
dad en criterios diagndsticos utilizados para definir casos y controles, va-
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riaciones en el tamafio muestral y en el origen étnico de las poblaciones
estudiadas. En nuestro pais no hay estudios en relacion a esta posible
asociacion. En este contexto, este estudio caracterizd por primera vez,
clinica y genéticamente, una muestra de poblacion chilena, describiendo
ademas posibles asociaciones con los datos recabados, en un grupo de
pacientes derivados a la especialidad de Periodoncia de nuestro Centro.
Dada las dificultades derivadas de la seleccion de los criterios para definir
la presencia de enfermedad y clasificarla, se quiso poner especial énfasis
en establecer acuciosamente la severidad y extension de la periodontitis,
convirtiéndose la definicion de enfermedad y su umbral diagndstico en un
aspecto metodolégico central de nuestro estudio.

Esta muestra de pacientes chilenos corresponde a sujetos de nivel
socio-econodmico que puede ir desde bajo a intermedio, quienes asisten
por iniciativa propia a una primera evaluacion en un centro de atencién
odontolégica privado y que luego son derivados a especialidad. Las ca-
racteristicas socio-demograficas del grupo muestran que la mayoria ha-
bia cursado educacion superior, no fumaba o fumaba muy poco (Tabla 1),
encontrandose ademas todos los sujetos libres de otras enfermedades
inmuno-inflamatorias. A pesar de que estas variables, que se consideran
factores de riesgo y/o susceptibilidad reconocidos para periodontitis, no
estaban presentes, la gran mayoria de los sujetos presenté periodontitis
en su forma moderada o severa (Tabla 2). Esto se ve reflejado en los
valores de NIC, PS y en un nivel de inflamacion gingival moderado y
prevalente que se evidencia en los valores de SS (85% de los pacientes
en mas del 20% de sus sitios), con diferencias significativas para cada
uno de estos parametros clinicos entre periodontitis moderada y severa
(Tabla 3). Todo esto indica que en esta muestra, que tiene la mayor parte
de su denticién, hay una marcada expresion fenotipica de la periodontitis
no sélo a nivel de sujeto, sino que también a nivel de diente y sitio. Esto
se debe probablemente a que se trata de pacientes adecuadamente eva-
luados y derivados a la especialidad, asi como a la alta prevalencia de
esta enfermedad en Chile.

Si bien la mayoria de los sujetos presentaron periodontitis, 13 indi-
viduos (de 94) no clasificaron como enfermos desde el punto de vista
epidemiolégico. Aunque estos sujetos presentaban Pérdida de Insercion
Periodontal (PIP), ésta estaba por debajo del umbral diagndstico para
periodontitis de acuerdo a los criterios utilizados en este estudio. Entre
estos sujetos, observamos incluso algunos menores de 35 afios (Tabla
2). Como se ha visto en los articulos antes citados, en nuestro pais la
presentacion precoz de pérdida de insercion se describe incluso en ado-
lescentes* 58 7. Al realizar pruebas de asociacion entre severidad/ex-
tensién y variables socio-demograficas como sexo, edad, tabaquismo y
escolaridad de los sujetos de este estudio, se encontraron diferencias
significativas para edad y sexo, pero no para escolaridad y tabaquismo.
Tomando en cuenta estos ultimos, que son factores de susceptibilidad/
riesgo reconocidos, creemos que en el caso de la escolaridad hubo una
tendencia con un p cercano a la significancia estadistica (p=0,062), por lo
tanto de ampliarse el nimero de sujetos, podria confirmarse esta asocia-
cion, tal como se ha observado en estudios epidemioldgicos realizados
en Chile y en Latinoamérica* ®¢ 7. En cuanto a la variable tabaquismo,
era de esperar que no se observara asociacion dado que habia pocos
sujetos fumadores en este estudio con bajo numero de cigarrillos fuma-
dos por dia.

El aumento de la severidad y la extension con la edad es una relacion
que esta ampliamente descrita en la literatura, tanto en poblacién chilena,
como en este estudio y en otras partes del mundo® # 4. Con respecto
a la variable sexo, en nuestro estudio observamos una asociacion entre
sexo y severidad; el sexo masculino presenta mas periodontitis mode-
rada y en las mujeres hay mayor porcentaje sin periodontitis. En otros
estudios en poblacion chilena y latinoamericana se han descrito resulta-
dos disimiles; por una parte el sexo masculino como indicador de riesgo,
como en el presente estudio, y por otra parte mayor PS, SS y pérdidas de
insercion en mujeres 59,

Es sabido que una dificultad para comparar los distintos estudios es la
falta de consenso y homogeneidad de criterios, al usarse diferentes de-
finiciones de periodontitis, las que incluyen: periodontitis crénica, estatus
periodontal, enfermedad periodontal, periodontitis del adulto, pacientes
con periodontitis, enfermedad periodontal refractaria, periodontitis juve-
nil localizada, periodontitis agresiva localizada/generalizada, ademas de
pacientes resistentes a periodontitis, a lo que se suma el uso de distintas
definiciones de umbral diagnéstico o la ausencia de una definicién clara
de éste.(*2%. Por lo mismo, hay coincidencia en que el umbral diagnos-
tico, debe ser “preciso, consistente y relativamente precoz en la historia
natural de la enfermedad”(-?. Para establecer si un sujeto se debe consi-
derar como enfermo/caso, estimamos adecuada la definicion que utiliza
parametros de profundidad de sondaje (PS), nivel de insercion clinico
(NIC), y con umbrales diagndstico de 4 mm y 3 mm, respectivamente.
En este estudio, los pacientes fueron clasificados segun severidad, de

acuerdo a los criterios descritos por Page y Eke precisamente porque
utilizan los mismos parametros y valores de corte para el umbral/diag-
néstico®“? 4", Para definir adecuadamente a los sujetos/casos y dado que
la enfermedad es sitio-especifica, consideramos imprescindible clasificar
también segun extension®?, si bien otros estudios no la contemplan y
sélo consideran la “presencia de saco patoldgicamente inflamado mayor
o igual a 4 mm en conjunto con pérdida de insercion” para definir perio-
dontitis“®. Ademas estimamos que en su definicién es mejor considerar
un conjunto de signos, entre ellos: NIC, PS, SS y pérdida ésea®. En
consecuencia, para este estudio se registraron PS, NIC y también san-
grado al sondaje (SS) y extension; la mayor parte de los sujetos fueron
examinados por un mismo evaluador con experiencia como especialista
mayor a 15 afios, minimizando el sesgo. Se prescindio de la evaluacion
de la pérdida 6sea, pues implicaba haber tenido un registro imageno-
l6gico previo. Como era de esperar, tanto la media de NIC, de numero
de sitios con SS y de PS mostraron diferencias significativas entre las
distintas categorias de periodontitis utilizadas. Si bien SS no esta inclui-
do como parametro para establecer el diagnostico, sin embargo, es un
indicador de la presencia de inflamacion, siendo éste congruente con los
otros parametros. Con todo lo anterior y para efectos de este estudio, se
consider6é un umbral diagndéstico que no sobrevalora a pacientes sanos
con pérdida de insercion, pero al mismo tiempo no subvalora a pacientes
con periodontitis con pérdida leve de insercion clinica. En consecuencia,
consideramos que se trata de un estudio con sujetos que fueron clasifica-
dos de acuerdo a criterios ampliamente reconocidos y validados.

En el desarrollo de la periodontitis pueden influir diversos factores,
entre ellos aquellos inherentes al proceso inflamatorio. Hoy en dia se re-
conoce ampliamente el rol de la familia de receptores Fcy y en particular
aquel del FcyRlla (CD32a) como factor de susceptibilidad y/o severidad
en enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico (SLE),
artritis reumatoide y Sindrome de Guillain-Barré, asi como en algunas
enfermedades infecciosas, entre ellas periodontitis(™ 2. En este receptor
se ha descrito la variante FcyRIla-R131, a la que se asocia una respuesta
mas baja frente a la agresion bacteriana (denominados genotipos hipo-
respondedores o ‘low-responder”), en contraste a la variante “wildtype”
FeyRlla-H131 (llamados hiper-respondedores o*high-responder”). Esta baja
respuesta estaria dada por la disminucién de la afinidad frente a 1gG2,
lo que se ha demostrado, por ejemplo, en leucocitos polimorfo-nucleares
de individuos homocigotos para FcyRlla-R131 al realizar fagocitosis de
particulas opsonizadas con IgG2 menos eficientemente que aquellos ho-
mocigotos para FcyRlla-H131@. Hay reportes en que la presencia del
alelo R del FeyRlla, junto con una tendencia hacia la sintesis preferencial
de IgG2 contra A. actinomycetemcomitans (Aa), podria aumentar el ries-
go de periodontitis juvenil localizada®). En este estudio realizado en una
poblacién afro-americana, se encontrd que el genotipo R/R conferiria un
“alto”, H/R un “moderado” y H/H un “bajo riesgo relativo” de periodontitis.
Asimismo, en este estudio, los neutréfilos de pacientes con periodonti-
tis agresiva y genotipo FcyRlla-R/R131 se asociaron a un menor indice
fagocitico®. El FcyRlla representa el Gnico FcyR leucocitario capaz de
unirse con 1gG2, por lo que una variante que disminuya la capacidad de
interactuar con esta subclase de anticuerpos tiene implicancias para la
respuesta inmunoinflamatoria, tal como se ha demostrado en diferentes
estudios relacionados con periodontitis'® 18 192426 Sin embargo, existe
controversia respecto de esta asociacion: hay reportes en que observan
mayor destruccion periodontal asociada al genotipo H/H versus H/R o
R/R, derivado de una hiper-reactividad de los leucocitos polimorfonuclea-
res H/H en respuesta a bacterias, lo que se constituiria como uno de las
causas conducentes a esta mayor destruccion periodontal®). Sin embar-
go, en un estudio de seguimiento prospectivo de Wolf y col, no se pudo
demostrar una relacion clinicamente relevante entre ninguno de los ale-
los de esta variante y la condicion periodontal'®. Asimismo, Shimomura-
Kuroki y col no pudieron detectar tampoco una asociacion entre el poli-
morfismo del Fcy Rlla y periodontitis agresiva localizada en adolescentes
japoneses“”. En estudios de meta-analisis en relacion a este tema, se
confirma la ausencia de una asociacion clara y universal: débil evidencia
de asociacion entre el polimorfismo FcyRIIA H131R y periodontitis agre-
siva en asiaticos (alelo R versus H, OR 1.579, 95% ClI: 1.025, 2.432)(%. 1)
y, por otra parte, asociacion entre los genotipos RR+RH y periodontitis en
poblacion caucasica (OR = 0.624, 95 % Cl = 0.479-0.813, p = 4.79 10-5),
pero no en poblacion asiatica y africana®®).

Los unicos datos en relacion a la frecuencia de esta variante poli-
morfica en poblacién chilena son los encontrados en pacientes con lu-
pus eritematoso sistémico (LES) y nefropatia. En la poblacion control, la
distribucion de los genotipos FCgammaRIla-R131/R131, R131/H131 y
H131/H131 fue 25%, 43% y 32% respectivamente, mientras que en los
pacientes con LES fueron 35%, 35% y 30%. No se observaron diferen-
cias significativas en la distribucién de los diferentes genotipos entre pa-
cientes con LES y controles (tabla de contingencia 3x2, x2=1,19, p=0,55).
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En cuanto a la distribucion de la frecuencia alélica del FcyRlla en pacien-
tes portadores de LES y controles, en el grupo control la frecuencia del
FcyRlla-R131 fue 41 (47%) mientras que en los pacientes con LES fue
54 (52%). La frecuencia del FcyRlla-H131 fue 47 (53%) en el grupo con-
trol y 50 (48%) en los pacientes con LES. No se observaron diferencias
significativas en la frecuencia alélica del receptor FcyRlla entre pacientes
con LES y controles (tabla de contingencia 2x2, x2=0,54, p=0,46). En
relacion a la distribucion del genotipo y frecuencia alélica del FcyRlla
en pacientes con LES con y sin historia de nefropatia, en los pacientes
con LES con historia de neffritis, la distribucién de los genotipos FCyRIla-
R131/R131, R131/H131 y H131/H131 fue 40%, 40% y 20% respectiva-
mente, mientras que en los pacientes lupicos sin nefritis la distribucion
fue 37%, 31% y 31%. No se observaron diferencias significativas en la
distribucion de los diferentes genotipos entre los pacientes con LES con
o sin historia de nefropatia (tabla de contingencia 3x2, x2=0,73, p=0,69).
En los pacientes con LES con nefropatia, la frecuencia del alelo R fue 24
(60%) mientras que en los pacientes sin nefropatia fue 20 (53%). Por otro
lado, la frecuencia del alelo H fue 16 (40%) en los pacientes lupicos con
nefropatia y 18 (47%) en los pacientes con LES sin nefropatia. No se ob-
servaron diferencias significativas en la frecuencia alélica del receptor Fc
vRIla entre pacientes con LES con o sin nefropatia (tabla de contingencia
2x2, x2=0,43, p=0,51)49),

En esta muestra bien caracterizada de pacientes chilenos derivados
a especialista en periodoncia®“® 442 como era de esperar, hubo un alto
porcentaje de individuos con periodontitis (81 de 94). Aunque no encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas entre sujetos sin y con
periodontitis (ni tampoco entre aquellos con la forma moderada y severa)
con respecto al genotipo R/R o R/H, ni a las frecuencias alélicas H y
R, si se observé que la frecuencia del genotipo R/R fue casi tres veces
mayor en sujetos con periodontitis (19,8% versus 7,7%). Sin embargo,
dado que se trata de un grupo de pacientes derivados, el numero de
controles necesario no se alcanzé. Es posible que la ausencia de homo-
cigotos H/H en esta muestra de pacientes esté relacionada a este mismo
hecho, dado que este genotipo, que en algunos estudios es considerado
protector, pudiera estar sub-representado en esta muestra con tan pocos
sujetos sin enfermedad. Otro aspecto que tomamos en cuenta, fue la
posibilidad de fallas descritas en técnicas como la PCR en tiempo real®?.
La ausencia de amplificacion de un alelo o “allele drop out” que daria
cabida a falsos negativos es una de ellas; sin embargo, en este caso
se obtuvo amplificacion del alelo H en presencia del alelo R (en sujetos
heterocigotos). Otra posible fuente de error seria la amplificacién inespe-

cifica del alelo R (en sujetos que no lo tienen), dando como resultados
falsos positivos. Tomando en cuenta esta posibilidad, se repitio el estudio
genético en una muestra aleatoria de sujetos, obteniéndose los mismos
resultados, validando asi junto con el uso de controles negativos en cada
corrida de PCR, los resultados previamente obtenidos. En consecuen-
cia, la ausencia de homocigotos H/H estaria mas bien relacionada con
el escaso numero de sujetos sin periodontitis que con una falla técnica.
Queda entonces abierta la pregunta, si efectivamente en esta muestra
de pacientes diagnosticados con criterios ampliamente reconocidos, hay
una asociacion entre el alelo R y periodontitis.

La comparacion de nuestros resultados con otros estudios se debe
realizar con cautela, tanto por las diferencias en los criterios diagnosti-
cos, como también por las diferencias étnicas. Estas ultimas se eviden-
cian al comparar las frecuencias genotipicas de homocigotos R/R (como
ejemplo) en poblaciones sin enfermedad: 23% en la poblacién caucasica,
31% en poblacion nativa norte-americana y 6% en poblacion japonesa y
china®®, En este contexto, cabe destacar que nuestra poblacion es re-
conocidamente una mezcla entre los pueblos originarios e inmigrantes
europeos, demostrandose recientemente que un chileno promedio esta
constituido por un 44,7% de genes nativos americanos, 52,3% europeos
y 3,0% africanos®".

En conclusion, este es el primer trabajo en que se estudia el poli-
morfismo H131R en el FcyRlla en poblacién chilena en una muestra de
pacientes adecuadamente caracterizados, utilizando parametros clinicos
claros que hoy en dia estan ampliamente validados en la literatura. Nues-
tros resultados indican que en esta muestra de pacientes chilenos la pe-
riodontitis no se encontraria asociada a este polimorfismo. Sin embargo,
también sugieren que son necesarios futuros estudios para determinar en
muestras mas grandes con seguimiento, si variantes en este gen u otros
genes constituyen o no factores de susceptibilidad a periodontitis.
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