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Detección del polimorfismo -174 G>C del gen IL-6 en pacientes con periodontitis
RESUMEN 
[bookmark: _Hlk42599155]Antecedentes. Entre los factores de riesgo para periodontitis están descritos los genéticos, siendo la interleucina 6 (IL-6) una citocina implicada en el proceso inflamatorio y destrucción periodontal. Los polimorfismos en el gen IL-6 pueden explicar el riesgo de padecer la enfermedad en ciertas poblaciones. 
Objetivo. Determinar la asociación del polimorfismo g.-174G>C del gen IL-6 con la periodontitis. 
[bookmark: _Hlk42599183]Material y métodos. Estudio descriptivo transversal y prospectivo de casos y controles. Se analizaron las frecuencias genotípicas y alélicas de g.-174G>C, en 52 casos (grupo de casos) con periodontitis y 50 controles (grupo control), mediante la técnica de PCR cuantitativo. Se determinó la asociación del polimorfismo con el riesgo para periodontitis, mediante análisis univariado. El grupo de casos se comparó con el de control. 
[bookmark: _Hlk42599210]Resultados. El genotipo homocigoto silvestre GG fue el más prevalente (90.4%) en los casos con respecto a los controles (78%), al igual que el alelo G (95.2% y 88%, respectivamente. El genotipo homocigoto mutado CC se observó disminuido en los controles y ausente en los casos. El análisis no mostró asociación del polimorfismo g.-174 G/C con la periodontitis
[bookmark: _Hlk42599243]Conclusión. No se observó asociación entre el polimorfismo g.-174 G/C y la periodontitis. 
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Detection of the polymorphism -174 G>C of the IL-6 gene in patients with periodontitis
ABSTRACT
Background. Among the risk factors for periodontitis are described the genetic ones, being interleukin 6 (IL-6) a cytokine involved in the inflammatory process, and periodontal destruction. The polymorphisms in the IL-6 gene may explain the risk of suffering the disease in certain populations. 
Objective. To determine the association of polymorphism g.-174G>C of the IL-6 gene with periodontitis. 
Material and methods. A cross-sectional and prospective descriptive study of cases and controls The genotypic and allelic frequencies of g.-174G>C were analyzed in 52 cases (a group of cases) with periodontitis and 50 controls (control group), by means of the quantitative PCR technique. It was determined the association of polymorphism with the risk for periodontitis, through univariate analysis. The group of cases was compared with the control group. 
Results. The wild homozygous genotype GG was the most prevalent (90.4%) in the cases with respect to the controls (78%), as well as the allele G (95.2% and 88%, respectively. The mutated homozygous genotype CC was observed diminished in the controls and absent in the cases. The analysis did not show any association of the g.-174 G/C polymorphism with periodontitis
Conclusion. No association was observed between g.-174 G/C polymorphism and periodontitis. 
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INTRODUCCIÓN
La enfermedad periodontal es una enfermedad crónico-inflamatoria causada por bacterias patógenas específicas que afecta los tejidos periodontales y comprometen la estabilidad de los dientes. Las bacterias juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad periodontal; sin embargo, existen diversos factores que, en conjunto con ellas, desencadenan los síntomas de las diferentes enfermedades periodontales. Entre estos se encuentran los locales, sistémicos, ambientales y genéticos (1); estos últimos, pueden actuar como factores de protección o de riesgo en ciertos procesos patológicos, tales como la periodontitis (2).
La respuesta inflamatoria se caracteriza por una secreción no regulada de mediadores inflamatorios y destrucción tisular. Los más estudiados son citocinas como la interleucina 1β (IL-1β) e IL-6, la prostaglandina E2 (PGE2), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), el ligando de receptor activador para el factor nuclear κB (RANKL), metaloproteinasas de la matriz (MMP), particularmente MMP-8, MMP-9 y MMP-13, así como citocinas reguladoras de células T como la IL-12, IL-18) y las quimiocinas (3). La IL-6 parece inducir la reabsorción ósea, tanto de forma aislada como sinérgicamente con IL-1ß, debido a una estimulación y diferenciación sobre los precursores de los osteoclastos (4). La IL-6 es considerada como una herramienta diagnóstica en el desarrollo de la periodontitis, ya que se ha encontrado en elevadas concentraciones en tejido gingival inflamado. Asi mismo, se ha observado un aumento en la concentración en el fluido gingival crevicular y en sangre periférica en pacientes con diagnóstico de periodontitis. De igual forma la IL-6 juega un rol determinando en la reabsorción ósea en presencia de inflamación periodontal (5,6).
Las variaciones en genes de citocinas son un factor de riesgo para la severidad de la periodontitis (7). Así mismo, aunque las bacterias son esenciales para el inicio de la periodontitis, la cantidad y tipos de bacteria no son suficientes para dar explicación a las diferencias en cuanto a severidad. Se ha reportado que, para enfermedades crónicas, hay factores modificadores que no causan la enfermedad pero algunas veces amplifican algunos mecanismos para hacer más severa la condición clínica (8).
El gen IL-6, en humanos, se encuentra situado en el brazo corto del cromosoma 7 (7p22) (9). Este regula la actividad y expresión del mRNA para la síntesis de IL-6. Un incremento en la secreción de esta citocina parece estar relacionada con la reabsorción ósea, contribuyendo al desarrollo de periodontitis(10,11).
Se han descrito distintos polimorfismos de la región promotora de este gen, como el g-572 G>C, g.-373A(n)T(n), -597G>A, p. D358A y g.-174 G>C, siendo estos dos últimos los más estudiados (6,12). En relación con el g.-174 G>C el genotipo GC presenta la prevalencia más elevada en la mayoría de los estudios poblacionales realizados. El CC, normalmente es de menor incidencia, y se ha relacionado con una menor expresión del gen y niveles menores de IL-6 circulante. Otros estudios han relacionado al alelo G con mayor trascripción del gen y una mayor producción de IL-6 (13,14). La distribución de la frecuencia alélica del polimorfismo g.-174 G>C, parece estar influenciada por el origen étnico y la distribución geográfica (15). El objetivo de este estudio fue determinar la asociación del polimorfismo g.-174G>C del gen IL-6 con la periodontitis. 

MATERIAL Y MÉTODOS
Se realizó un estudio descriptivo, transversal y prospectivo de casos y controles, en sujetos de 25 a 65 años que acudieron al programa de especialización en periodoncia de la Facultad de Odontología de la UADY, durante el periodo de enero de 2018 a junio de 2019. Los casos fueron pacientes de ambos géneros con periodontitis Estadio II Grado B. Los controles fueron sujetos en condición periodontal sana, de ambos sexos. Se excluyeron aquellos casos y controles que presentaron diabetes, enfermedades autoinmunes, enfermedades renales, enfermedades gingivales activas, y que estuvieran recibiendo tratamiento previo de antibióticos en los últimos 3 meses, con tratamiento periodontal en el último año y estar embarazada o en lactancia. Todos aceptaron participar en el estudio mediante la firma de carta de consentimiento informada. A todos los sujetos seleccionados se les realizó una historia clínica completa, así como sondeo periodontal empleando una sonda de Carolina del Norte (Hu Freidy); se tomaron radiografías periapicales para analizar los patrones de pérdida ósea. Para el protocolo de sondeo se midió la profundidad del surco gingival o bolsa periodontal y pérdida de inserción con una sonda periodontal de Carolina del Norte. Se sondearon todos los dientes presentes de acuerdo con el criterio clínico propuesto en el taller World Workshop para la clasificación de las condiciones y enfermedades periodontales y periimplantares del 2017 (7).
Los sujetos se distribuyeron en dos grupos: Grupo 1. Sujetos con periodontitis Estadio II Grado B. Grupo 2. sujetos periodontalmente sanos. Estos sujetos demostraron radiográficamente un nivel óseo normal (una distancia < 3mm entre la cresta alveolar y la unión cemento-esmalte y la presencia de cresta alveolar en un 95% de los sitios interproximales de cada diente). Ninguno de estos pacientes presentó algún desorden sistémico que pueda afectar la condición periodontal. 

Toma de muestra sanguínea. Una vez clasificados los pacientes en cada grupo, se les tomó la muestra de sangre periférica (venopuncion), la cual se recolectó en tubos con anticoagulante EDTA de 10 ml. Las muestras fueron codificadas y almacenadas a 4°C. A todos se les realizaron pruebas de gabinete (glucosa en sangre y hemoglobina glucosilada) para descartar enfermedades relacionadas con la glucosa y análisis de sangre para obtener muestras de ADN y por medio de la técnica de PCR en tiempo real se determinó la presencia o ausencia del polimorfismo g.-174 G/C del gen IL-6.
Procesamiento de ADN. Las muestras de sangre obtenidas de los sujetos de estudio fueron utilizadas para la extracción y purificación del ADN mediante el kit de extracción DNeasy blood and tissue (Qiagen). El ADN purificado fue cuantificado y utilizado para determinar el polimorfismo g.-174 G>C mediante PCR en tiempo real utilizando el termociclador ECO™ de la marca Ilumina® y las sondas tipo TaqMan  con numero de catalogo C_1839697_20 (Applied Biosystem®). Las condiciones de la PCR fueron para la activación de la polimerasa a 95°C por 5 minutos y 40 ciclos de: desnaturalización a 95°C por 15 segundos y alineación/extensión a 60°C por 30 segundos. En la tabla 1 se describen los componentes de la mezcla de reacción utilizada.



Tabla 1: Componentes y volumen para la reacción final de PCR en tiempo real para la determinación del polimorfismo -174 G/C del gen IL-6.
	Componentes
	Volumen
(μL)
	Concentración
final

	Type-it Fast SNP Probe PCR Master Mix 2x
	5
	1x

	20x sonda-primer mix
	0.2
	1x, 0.9 μM, 0.2μM sonda

	Solución Q 5x
	1
	0.5x

	Agua libre de RNasas
	2.8
	-

	ADN
	1
	35 ng

	Volumen final de reacción 
	10
	-



Análisis estadístico. Los datos de genotipificación fueron analizados con el programa estadístico SPSS versión 20. Se determinaron las frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo por conteo simple en todos los sujetos estudiados, y se analizó su distribución de acuerdo con los parámetros poblacionales para el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se determinó la asociación del polimorfismo con el riesgo para periodontitis, mediante análisis univariado y posteriormente también un análisis bivariado (prueba de Ji cuadrada, p de Fisher y razón de momios) considerando una p<0.05 y la Razón de Momios (OR, por sus siglas en inglés); intervalo de confianza (IC) fue del 95% (OR, 95% IC). Cada grupo de casos se comparó con el grupo control.
RESULTADOS
[bookmark: _Hlk44064347][bookmark: _Hlk44064539]Las características clínicas y metabolicas de los grupos de estudio se presentan en la tabla 2. Los datos de control de las características metabólicas fueron similares para ambos grupos. Tanto en los casos como en los controles hubo mayor prevalencia de mujeres. En el grupo control, la edad promedio fue de 30.06 años, la pérdida de inserción fue significativamente menor con respecto de los casos; el promedio de IMC corresponde a sobrepeso en ambos grupos, y la glucosa sérica, así como la HbA1c se encuentran dentro de los valores de referencia. (Tabla 2).


Tabla 2. Relación de las características clínicas y metabólicas en los grupos de casos y controles.
	
Características
	Casos PC
N=52
Media±DE
(Rangos)
	Controles sanos
N=50
Media±DE
(Rangos)

	Sexo
M
H
	
37 (36.3%)
15 (14.7%)
	
29 (28.4%)
21 (20.6%)

	Edad (años)
	46.71±12.15
(25-65)
	30.06±13.34
(25-65)

	IMC (kg/m2)
	26.66±3.65
(23.31-38.45)
	28.07±5.61
(18.49-44.27)

	Glucosa (mg/dL)
	94.55±10.15
(75-123)
	95.76±14.99
(75-151)

	HbA1c (%)
	5.39±0.47
(4.30-6.10)
	5.57±0.69
(4.00-8.30)

	PI
	2.85±0.83*
(1.70-5.60)
	1.93±0.36
(1.50-3.60)


N= número de individuos M= Mujeres H= Hombres DE= Desviación estándar PC= Periodontitis crónica HbA1C= Hemoglobina glicosilada PI= Pérdida de inserción *Diferencia significativa entre casos y controles

Después de identificar las características clínicas se determinaron las frecuencias genotípicas y alélicas de ambos grupos para posteriormente realizar la comparación. En los casos, las frecuencias genotípicas del polimorfismo g.-174 G>C fueron del 90.4% (n= 47) para el genotipo homocigoto silvestre GG, 9.6% (n=5) para el heterocigoto GC y no se observó el homocigoto mutado CC. En el grupo de controles se presentó un 78% (n=39), 20% (n=10) y 2% (n=1) respectivamente (Tabla 3).
Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo G se observó en un 95% (n=99) y el C de riesgo en un 5% (n=5) para los casos. En los controles se observó un 88% (n=88) y 12% (n=12) respectivamente (Tabla 3). No se observó una asociación estadísticamente significativa entre el polimorfismo IL-6 g.-174G/C y la periodontitis crónica en la población de estudio.

Tabla 3. Análisis de las frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo g.-174 G>C y su factor de riesgo asociado a la periodontitis crónica.
	Frecuencias
	Casos
N=52 (%)
	Controles
N=50 (%)
	OR (IC 95%)
	p

	Genotípicas
	
	
	
	

	GG
	47 (90.4)
	39 (78)
	Referencia
	

	GC
	5 (9.6)
	10 (20)
	0.414 (0.130-1.13)
	0.135

	CC
	0 (0)
	1 (2)
	0.277 (0.11-6.97)
	0.436

	Alélicas 
	
	
	
	

	G
	99 (95)
	88 (88)
	Referencia
	

	C
	5 (5)
	12 (12)
	0.370 (0.125-1.092)
	0.07


G (Alelo silvestre); C (Alelo de riesgo); GG (Homocigoto silvestre); GC (Heterocigoto); CC (Homocigoto mutado); OR odds ratio.

DISCUSIÓN
De acuerdo a lo reportado, las asociaciones entre polimorfismos genéticos y ciertas enfermedades puede variar en las diferentes regiones geográficas y grupos étnicos (15). En la población hindú, se ha relacionado la presencia del alelo G del g.-174 G>C con la diabetes mellitus. Por otra parte, este polimorfismo se ha relacionado de manera significativa con enfermedades crónicas inflamatorias, autoinmunes y metabólicas (16–18). Los estudios de Bouhaha R. et al. y Papaoikonomou S. et al. reportan que los portadores del alelo G presentan niveles elevados de IL-6 promoviendo así una respuesta inflamatoria aumentada (19,20).
En nuestro estudio, los resultados no muestran una relación directa con la periodontitis crónica en la población yucateca analizada. Sin embargo, dadas las diferencias en la distribución alélica entre etnias, en otras poblaciones se han descrito distintas asociaciones. Por ejemplo, el genotipo GG en americanos nativos y caucásicos ha sido asociado a diabetes tipo 2, y en la población española, se ha asociado al alelo G con hiperglucemia, con una disminución en la sensibilidad a la insulina y con alteraciones lipídicas. En la población sueca y franco-canadiense se ha relacionado al alelo C con índices de obesidad (18,21).
En la periodontitis, existen estudios que muestran que la edad es un factor importante, dado que los sujetos con mayor edad son los más afectados. Esta enfermedad inflamatoria, suele comenzar a causa de agentes patógenos que alteran el biofilm subgingival. Nibali et al. (2011) proponen una asociación positiva entre el genotipo GG y la presencia de A. actinomycetemcomitans y Capnocytophaga sputigena en el biofilm subgingival que podría derivar en el desarrollo de la enfermedad (22). Raunio et al. (2007) demostraron asociación entre el polimorfismo g.-174G/C y la presencia de la IL-6 en 52 pacientes de origen finlandés con periodontitis severa (23). Estos datos sugieren la importancia de considerar las diferencias étnicas en el estudio de la periodontitis.
Shao et al. (2009), realizaron una revisión sistemática y metaanálisis basados en la asociación entre el g.-174 G/C y la periodontitis, reportando que el genotipo GG aumentaba el riesgo de periodontitis agresiva, pero no modificaba el riesgo para la crónica (24). Por otra parte,en población brasileña  el alelo C desempeña un papel protector para periodontitis crónica, y el genotipo GG contribuye a la susceptibilidad de la enfermedad (25). El grado de la enfermedad puede ser una variable que podría estudiarse posteriormente, ya que en el presente estudio solamente se analizaron sujetos con periodontitis Estadio II Grado B.
Todo lo anterior, sugiere que las asociaciones con el polimorfismo g.-174 G/C varían entre poblaciones debido a su origen. En poblaciones con origen europeo se suele presentar asociación con la periodontitis, pero puede variar dependiendo de la severidad de la enfermedad. En las poblaciones nativo-americanas se observa una tendencia a la asociación del alelo de riesgo C con la presencia de diabetes y alteraciones metabólicas de la glucosa. 
En el presente estudio no se observó asociación a la enfermedad, probablemente debido a la baja frecuencia que se obtuvo del alelo de riesgo en la población y al tamaño de muestra (n=52). La presencia del polimorfismo g. -174 G/C no supone un factor de riesgo para la aparición de la enfermedad periodontal crónica en la población yucateca. Estos resultados contrastan con lo reportado por Walker et al. quienes observan asociación del polimorfismo con la periodontitis agresiva en población afro-americana de la zona oeste de Carolina del Norte (26). Sin embargo, correlaciona con lo reportado por Pociot et al. (1992) en población de Dinamarca, donde la severidad de la enfermedad periodontal se presentó en individuos con los genotipos GC y GG. (27).


CONCLUSIÓN
Los datos sugieren que la baja frecuencia del alelo de riesgo C y nula del genotipo CC en los casos de la población yucateca, el polimorfismo g.-174 G/C del gen IL-6 no es factor de riesgo para desarrollar periodontitis.
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