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Resumen

Genotipificacion de SNVs de laregion promotora de los genes IL-6, IL-1B, TNF-a
asociados arespuesta inflamatoria en los fenotipos de Apnea Obstructiva del
Suefio y Enfermedad Periodontal

El objetivo del presente estudio fue determinar variantes de nucledtido Unico (SNVSs) en la
region promotora de los genes IL-1B ¢.-511C>T, ¢.-31T>C; TNF-a c¢.-308 G>A; IL-6 c.-
572G>C, c.-174C>G, vy los niveles de proteinas de estas citoquinas proinflamatorias en
saliva de individuos con apnea obstructiva del suefio (AOS) y periodontitis crénica (PC).
Se realizé un estudio de casos y controles que comprendié un total de 129 individuos de
Bogota, Colombia. El grupo de casos fue subdividido en PC, AOS, PC mas AOS. Para la
genotipificacidon se realizd extraccion de ADN y amplificacién por PCR para llevar a cabo
secuenciacién Sanger. Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva e
inferencial con el programa R (v3.6.2). Los alelos IL-1f presentaron asociacién significativa
(IL-1B ¢.-511T p=0.0007 (OR 2.83 IC: 1.57-5.10), IL-1B ¢.-31C p=0.001 (OR 2.81 IC: 1.51-
5.20)) y en sus estados homocigotos (IL-1B ¢.-511TT p=0.002 (OR 7.9 IC : 2.09-29.8),
IL-18 ¢.-31CC p=0.0001 (OR 7.2 IC: 1.8-27.9)). Estas estimaciones se obtuvieron al
comparar individuos con AOS vs controles, y sujetos con PC mas AOS vs controles,
sugiriendo que individuos con estos SNVs poseen mas de dos veces riesgo de desarrollar
estos fenotipos inflamatorios, incluso aumenta a mas de 7 veces siendo homocigotos. En
ambos analisis, alélico y genotipico, el efecto de riesgo se mantuvo en pacientes
diagnosticados concomitantemente con ambas enfermedades. Este efecto puede ser
correlacionado con los niveles de proteinas, individuos IL-18 ¢.-511TT con PC méas AOS
tuvieron mayores niveles de proteina IL-1B en saliva que controles IL-1B ¢.-511 CC (p=
0.011), asi mismo, controles IL-1B ¢.-31TT vs PC mas AOS IL-13 ¢.-31 CT (p= 0.001). Los
alelos de IL-1B analizados incrementan el riesgo de desarrollar AOS y/o AOS mas PC
simultdneamente, siendo mayor en genotipos homocigotos. Por otro lado, se ha
identificado una nueva variante en IL-13 con un efecto protector (IL-1B ¢.4654A p=0.028
(OR 0.22 1C:0.06-0.7)).

Palabras clave: periodontitis, apnea obstructiva del suefio , SNV, citoquinas.



Resumen y Abstract IX

Abstract

Genotyping of SNVs of the promoter region of the genes IL-6, IL-13, TNF-a
associated to inflammatory response in Obstructive Sleep Apnea and

Periodontal Disease phenotypes

The aim of the present research was to determine single nucleotide variants (SNVs) in the
promoter region of IL-1B (c.-511C>T, ¢.-31T>C), TNF-a (c.-308G>A), IL-6 (c.-572G>C,
€.-174C>G) gene, and the protein level of these proinflammatory cytokines in saliva of
individuals with Obstructive Sleep Apnea (OSA) and Chronic periodontitis (CP). A case and
control study that comprised a total 129 subjects from Bogot4, Colombia was conducted.
The cases group was subdivided into a group with only CP, only with OSA, and presenting
CP and OSA in concomitance. For genotyping, DNA extraction and PCR amplification were
performed to carry out Sanger sequencing. Descriptive and inferential statistic was
performed using R (v3.6.2). The IL-1B alleles had significant association (IL-1p c¢.-511T
p=0.0007 (OR 2.83 CI: 1.57-5.10), IL-1f ¢.-31C p=0.001 (OR 2.81 CI: 1.51-5.20)) as well
as its homozygous states (IL-1 ¢.-511TT p=0.002 (OR 7.9 CI : 2.09-29.8), IL-1B c.-31CC
p=0.0001 (OR 7.2 CI: 1.8-27.9)). These estimations were obtained when comparing
individuals with OSA vs Controls and subjects with CP + OSA vs Controls, suggesting that
individuals with the mentioned SNVs have two times more risk to develop these
inflammatory phenotypes and the risk is even seven times more when having two copies
of the allele. In both allelic and genotypes analyzes the risk effect of the SNVs was
maintained in patients diagnosed with both diseases. In addition, this genotypic effect
could be correlated to the protein level, homozygous individuals IL-1pB ¢.-511TT diagnosed
simultaneously with OSA and CP had more IL-1B protein level in saliva than controls
IL-18 ¢.-511CC (p= 0.011), as well as when comparing controls IL-13 ¢.-31TT with OSA
and CP IL-18 ¢.-31 CT (p= 0.001). The alleles IL-18 ¢.-511T and IL-1p c.-31C increase the
risk of develop OSA and/or OSA with CP concomitantly, even more in a homozygous state.
Otherwise, a novel variant in IL-1B has been identified with a protective effect (IL-18
c.4654A p=0.028 (OR 0.22 IC:0.06-0.7)).

Keywords: periodontitis, obstructive sleep apnea, SNV, cytokines.
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Introduccioén

La enfermedad periodontal es una entidad inflamatoria crénica que se caracteriza por la
pérdida del ligamento periodontal y destruccion del hueso alveolar circundante a los
dientes (1). Por ello, es una de las principales causas de pérdida de 6rganos dentales y
considerada segun el estudio Global Burden of Disease 2016 la undécima enfermedad
mas prevalente a nivel global (2). La enfermedad periodontal es prevalente en paises
desarrollados y en via de desarrollo y afecta aproximadamente entre 20 -50% de la
poblacién global (3). En la actualidad se ha estimado una prevalencia global de 10 — 15%
de manifestaciones severas de periodontitis (4), y a nivel local, el Gltimo Estudio Nacional
de Salud Bucal -ENSAB IV reporté que el 61.8% de la poblacién colombiana se encontraba
afectada por esta enfermedad inflamatoria (5).

A pesar de que se han implementado politicas en salud publica de promocion y prevencion
enfocadas a disminuir la incidencia y prevalencia de la enfermedad periodontal, la alta
frecuencia de esta entidad aun se mantiene, lo cual podria indicar que la atencién primaria
en salud bucal y la terapéutica no estan siendo totalmente efectivas o que puedan existir
otras condiciones sistémicas que condicionen o aumenten el riesgo de desarrollo de esta
enfermedad, entre ellas la apnea obstructiva del suefio (AOS) (6). Sin embargo, en la

actualidad aun no se ha confirmado esta posible relacién de riesgo.

La apnea obstructiva del suefio es un trastorno respiratorio crénico multifactorial, que
consiste en un cese temporal de la respiracion por = 10 segundos, disminuyendo el flujo
aéreo en al menos un 50%, lo cual conlleva a una reduccion en la saturacion de oxigeno
sanguineo del 3% a 4% o mayor (7). Estos signos clinicos usualmente estan asociados a
la obstruccion parcial en la via aérea superior (8), lo cual afecta los episodios de suefio en
estos individuos. La deprivacion del suefio tiene un profundo efecto en muchos aspectos

fisiologicos como la alerta, procesamiento de la memoria, reparacion de dafios celulares,
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desarrollo cerebral, cognicion, estado de &nimo, regulacién hormonal, riesgo de depresion,
elevacion del cortisol, alteracion en el metabolismo de la glucosa, funcion inmune, aumento
en la inflamacion sistémica y por ende de marcadores proinflamatorios (9-11). Las
Complicaciones neuropsiquiatricas de AOS incluyen disfuncién cognitiva, depresion y
Alzheimer (12). Actualmente, el tratamiento para AOS esta confinado en el alivio de la
obstruccién mecanica pasando por desapercibidos aspectos funcionales de la enfermedad

gue pueden ser claves para futuros dianas terapéuticos (13).

Latorre C. y Cols (2018), recientemente ha reportado la asociacién entre enfermedad
periodontal y apnea obstructiva del suefio. Ambas condiciones han sido asociadas con el
desarrollo de enfermedades sistémicas como diabetes, alteraciones metabdlicas,
cardiovasculares y cognitivas (14-16). Gunaratnam y Cols (2009) reportaron una mayor
prevalencia de periodontitis entre pacientes con AOS (6). Seo WH y Cols (2013) sugirieron
gue la apnea obstructiva del suefio podria ser un factor de riesgo para la enfermedad
periodontal (17). La asociacion entre estas condiciones podria tener repercusiones en la
practica odontologica y médica. Esto no solo propiciaria una atencién bucal mas integral,
sino que también fomentaria un enfoque multi e interdisciplinario entre ambas

enfermedades (7).

A pesar de que ha sido sugerida una posible asociacién entre ambas enfermedades, las
bases moleculares que ayudarian a explicar la patogénesis de esta asociacion no han sido
completamente dilucidadas, y en menor grado, las implicaciones genéticas subyacentes
gue podrian contribuir al entendimiento de su fisiopatologia. Estudios previos han revelado
la relacion entre variantes localizadas en la regién promotora de genes de citoquinas
proinflamatorias y AOS (18). Se ha reportado que variantes en el gen IL-6 en la posicion -
572 G/C (rs1800796) han sido asociadas con apnea obstructiva del suefio y su severidad
(19). Zzhang Z y Cols (2019) evidenciaron un incremento en la susceptibilidad de presentar
AOS en poblacion china en presencia del SNV -308G/A (rs1800629) (19). Asi mismo, en
relaciébn con la aparicién y/o desarrollo de enfermedad periodontal se han asociado
variantes en IL-13 en las posiciones ¢.+3954/3953 C/T (rs1143634), c.-511 C/T (rs16944)
y €.-31 T/C (rs1143627) (20); El SNV IL-6 ¢.-572 G/C ha sido sugerido como un alelo de

riesgo debido que podria aumentar la susceptibilidad de desarrollo o progresion de esta
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entidad (21). Desde hace méas de dos décadas se ha sugerido una posible relacion con
gran énfasis en la regién promotora -308 del gen TNF- a y la periodontitis crénica, no solo
en su desarrollo sino en la progresion de su severidad (22). Una mayor comprension de
estas bases genéticas en la fisiopatologia subyacente a la posible asociacion entre
enfermedad periodontal y apnea obstructiva del suefio podria generar nuevas estrategias
terapéuticas en el futuro, dado que se ha demostrado que el tratamiento de la periodontitis
incide positivamente en los niveles de inflamacién sistémica, podria ser una de las nuevas
formas futuras de mejorar la apnea obstructiva del suefio (23). De igual forma, el

tratamiento de AOS podria prevenir la progresion de enfermedad periodontal (17).

Debido a que la mayoria de los estudios enfocados en esta tematica se han realizado en
poblaciéon caucasica y una menor proporcion en poblacién asiatica, y dado que las
frecuencias alélicas de SNVs, asi como también las interacciones génicas pueden variar
entre poblaciones, es de gran importancia realizar un estudio genético en poblacién
latinoamericana (24—26). Asi mismo, existe una alta prevalencia de periodontitis crénica
en individuos con AOS (60.1%) en la ciudad de Bogot4, Colombia, siendo mas prevalente
la periodontitis cronica severa en un 74% (27). Por esta razon, el objetivo de la presente
investigacion fue determinar variantes en la region promotora de los genes IL-6 (c.-572C,
c.-174C), IL-1B (c.-511T, c.-31C) y TNF-a (c.-308A) y los niveles de estas citoquinas

proinflamatorias en saliva en los fenotipos de AOS y PC.

Este estudio se enfocd en evaluar el rol genético, en la etiologia de PC y AOS de forma
simultdnea y en nuestro conocimiento, es el primero, especificamente en determinar la
presencia de ciertas variantes en la region promotora de genes de citoquinas

proinflamatorias en esta etiologia.



1.Marco Teoérico

1.1 Citoquinas

Las citoquinas son proteinas pequefias, no estructurales con peso molecular que varia
entre 8 a 40.000 Da. Originalmente fueron Illamadas linfoquinas, monoquinas,
guemoquinas e interleuquinas para indicar la fuente celular de donde provenian, sin
embargo, este término fue cambiado por “citoquinas” que describe la capacidad de
cualquier célula nucleada de sintetizar estas proteinas y responder ante ellas(28), siendo
los derivados de la linea linfoide y mieloide los productores predominantes. Segun su lugar
de accién, las citoquinas pueden ejercer un efecto sobre la célula que las secreta
(autocrina), en células cercanas (paracrina), 0 en algunos casos en células distantes
(endocrina). Es comun que distintos tipos celulares puedan sintetizar la misma citoquina o
gue una Unica citoguina tenga una accién pleiotrépica. Estas moléculas son producidas en
cascada, estimulando su célula objetivo para producir citoquinas adicionales, las cuales
pueden entre si tener una accién sinérgica o antagonista (29). Las citoquinas que
promueven la inflamacién son llamadas “citoquinas proinflamatorias” y aquellas que

suprimen este proceso son denominadas “citoquinas anti-inflamatorias”.

Las citoquinas son principalmente sintetizadas y liberadas por células de la primera linea
de defensa inmune, las cuales expresan una serie de receptores conocidos como Toll-like
receptors (TLRs) capaces de unirse a secuencias altamente conservadas expresadas por
microorganismos (30), tales como lipopolisacaridos (LPS) que se encuentran en la
membrana de bacterias gram negativas, peptidoglicanos (PGN), RNA de doble cadena e
islas CpG de DNA bacteriano(31). Esta union receptor-ligando conlleva a la liberacion de
citoquinas proinflamatorias IL-13, TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-18, a través de la via de las
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK por sus siglas en inglés) junto con el

factor de transcripcion nuclear Kb (NF-Kb por sus siglas en inglés)(32).
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1.2 IL-1B

La familia de citoquinas IL-1 esta conformada por 11 miembros y la familia de receptores
IL-1 por 10 miembros. Se ha reportado que esta familia de IL-1 es la mas asociada a
inflamacién que otra familia de citoquinas. Las citoquinas IL-1 estan principalmente
asociadas a la inmunidad innata, asi mismo pueden estar asociadas a la inmunidad
adquirida. La principal caracteristica de la inmunidad innata es la falta de especificidad. La
importancia de los miembros de la familia de IL-1 a la respuesta innata radica en la
homologia del dominio citoplasméatico TIR (Toll interleukin-1 receptor) con este mismo
dominio en los receptores tipo Toll-like (33), conllevando a respuestas inflamatorias
convergentes como la induccion de ciclooxigenasa 2 (COX2), produccién de mdultiples
citoquinas y quimiocinas, incremento en la expresién de moléculas de adhesién y sintesis

de 6xido nitrico.

IL-1B8 es el miembro mas estudiado de esta familia de citoquinas debido a su rol en la
mediacion de enfermedades auto-inflamatorias(34). Esta interleuquina se expresa
elevadamente en células derivadas de la linea mieloide, de igual forma en otros tipos de
células pueden que sintetizarla en niveles menores, tales como fibroblastos, células

natural- killer, células epiteliales y endoteliales(35).

El gen de IL-1B localizado en el cluster de genes de IL-1 en el cromosoma humano 2,
codifica para una proteina precursora de interleuquina 13 denominada ProlL-13 con un
tamafio de 31 kDa. ProlL-13 es principalmente producida por monocitos y macréfagos
activados por patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) que se unen a los
receptores de reconocimiento de patégenos (PRR) y por patrones moleculares asociados
a dafio (DAMPs)(36). ProlL-1B es sintetizada como una proteina precursora con baja

actividad bioldgica, la cual es procesada intracelularmente para convertirse en IL-13



Capitulo 1 7

madura (17 kDa) por la accion de caspasa 1 del inflamosoma o extracelularmente por otras

proteasas (36).

Spil (Spil/PU.1) es un factor de transcripcibn presente en la linea celular de
monocitos/macréfagos, el cual se une constitutivamente al promotor de IL-1p localizado en
dos sitios, entre -50 a -39 y -115 a -97(37). En células no mieloides los factores de
transcripcion implicados en la expresion génica son NF-kB y C/EBP(38). Estos factores
permiten el reclutamiento de otras proteinas de union a cajas TATA (TBP- TATA Binding
Protein por sus siglas en inglés) para permitir la formacion del complejo de pre-iniciaciéon
(PIC) de la transcripcion(39). Adicionalmente, algunos estudios se han enfocado en
investigar la regulacion de este gen en la linea celular linfoide, especificamente los
linfocitos T CD4+. Sin embargo, se ha reportado que la regulacién para el proceso
transcripcional del gen IL-1B en células T CD4+ es independiente de Spil interviniendo un

nucleosoma bivalente H3K4me3+/H3K27me3+ en el promotor del gen en mencién(40) (ver

figura 1).
Lymphoid Cell Myeloid Cell
M"'B'E::.:':-‘. WL'1’ -‘-_.-- ) .:. .-... wese,

TCR i’ }‘ TLR e il gt
Lo v— *_r} . l'; w— N "(-
18 UL s ST

Inactive Low-Activity Low-Activity High-Activity
O HIKame3 (Active) @ HIK27Tme3 (Inactive)
Inactive @ Low Activity Spit 72 Myeloid IL1B
Gone O Gene Promoter Factor

Figura 1. Distintos mecanismos regulan la transcripcion del gen IL-1B en células
linfoides T CD4 y monocitos. Tomado de Pulugulla SH y Cols, Cytokine. 2018 Nov
1;111:373-81.

La sefializacion iniciada por el incremento de IL-1 incrementa la expresion de factores de
adhesion en células endoteliales, lo cual resulta en la migracion de células inmunes hacia
el sitio de infeccion(41). IL-1a e IL-1 puede inducir a la expresion de cientos de genes,
incluidos ellos mismos (feedback positivo) que amplifica la respuesta de IL1 en una manera

autocrina o paracrina y sus acciones reguladoras se llevan a cabo a través de vias de



8 Genotipificacion de SNVs de la regién promotora de los genes IL-6, IL-13, TNF-a
asociados a respuesta inflamatoria en los fenotipos de Apnea Obstructiva del

Suefio y Enfermedad Periodontal

sefalizacién conservadas(42—44). La propagacién de la sefial depende de proteinas
guinasas activadas por mitbgenos (MAPKSs), conllevando a la activacién de factores de
transcripcién que regulan la expresién de las proteinas de defensa del huésped. La sefal
inicia al unirse los ligandos IL-1a o IL-1B al receptor tipo 1 (IL-1R1) y la sefial se propaga
con la ayuda del co-receptor denominado proteina accesoria del receptor IL-1 (IL-1RAP)
formando un complejo trimérico (45) (ver figura 2). En este complejo, los dominios TIR
(Toll-and IL1R-Like) en la regiones citoplasmaticas del receptor IL-1R1 y co-receptor IL-
1RAP, se acercan resultando en el rapido ensamblaje de proteinas de sefalizacién
intracelular, MYD88 (Myeloid Differentiation Primary Response gene 88), TOLLIP (Toll-
interacting protein)(41) e IRAK4 (IL-1 Receptor-Associated Kinase 4)(46,47). La union de
MYD88 conlleva a la fosforilacion de quinasas asociadas al receptor de IL-1, IRAK4, IRAK2
y IRAK1, lo cual permite el reclutamiento y oligomerizacion de TRAF6 (Tumor Necrosis
Factor-Associated Factor 6) (48,49).
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Figura 2. Estructura de la via de sefializacion iniciada por la interleuquina 1 (IL-1) revela
mecanismos de variantes oncogénicas y SNVs en la inflamacién y el cancer. Tomado de
Ozbabacan SE y Cols, PLoS computational biology. 2014 Feb;10(2).

TRAF6, IRAK1 y IRAK2 fosforilados, se disocian y migran a la membrana para asociarse
con TAK1 (TGF-B Activated Kinase 1) y proteinas de unién a TAK1, tales como TABl y
TAB2(43). El complejo TAK1-TAB1-TAB2-TRAF6 migra devuelta al citosol, donde TRAF6
es ubiquitinado y TAK1 es fosforilado. Desde este punto, la sefial se puede propagar
mediante dos vias principales: IKK-I-1 kB-NK- kB y/o MKK-MAPK/INK/ERK (ver figura 3).
En la primera via, TAK1 fosforilado activa el inhibidor de la subunidad beta del factor
nuclear kappa-B y IKKB activado fosforila el inhibidor del factor nuclear kappa-B (IkB) que
se degrada, de modo que el factor nuclear kappa-B (NF- kB) es liberado y migra al
nacleo(41). TAK1 también puede activar quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) p38,
JNK (c-Jun N-terminal Kinases) y ERK (extracellular signal-regulated kinases) al
interactuar con proteinas MAP quinasa quinasas - MKK (MAP kinase kinase). Corriente
abajo de esta via se encuentran factores de transcripcién como c-Jun, c-Fos, c-Myc y
ATF2.
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En la segunda via, la sefializacion de las MAP quinasas (MAPK), son conservadas entre
los eucariotas, media eventos celulares desencadenados por sefiales extracelulares como
la union de citoquinas(50), lo cual es esencial para la sefalizacién de IL-1. Esta via se basa
en una triple cascada de quinasas: MAP quinasa quinasa quinasa MKKK/MEKK (MAP
Kinase Kinase Kinase), MAP quinasa quinasa (MKK/MEK) y MAP quinasa (MAPK), estas
guinasas secuencialmente se fosforilan y se activan unas con otras (50). Las quinasas JNK
y MAP p38 poseen roles en la supresién tumoral y pueden ser fosforiladas y activadas por
MKK4, el cual, también es supresor tumoral(51,52). MEKK interactia con MKK inactivo y
lo fosforila; el complejo se disocia, liberando el MKK activo y libre, el cual interactiia con
JNK inactivo para activarlo(50). La activacion de JNK conlleva a la disrupcion de la
interaccion MKK-JNK, liberando el JNK activo para fosforilar dianas corriente abajo, tales
como p53, Bax, Bim/Bmf (promotoras de apoptosis), Bcl2, Bcl-XL, 14-3-3, Mcl-1 (proteinas
inhibitorias de apoptosis), TGF- B1 (relacionado al desarrollo tumoral), CDC25,
CiclinaD1/CDK4 (proteinas del ciclo celular relacionadas al crecimiento tumoral)(51).
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Figura 3. Estructura de la via de sefalizacion iniciada por la interleuquina 1 (IL-1) revela
mecanismos de variantes oncogénicas y SNVs en la inflamacién y el cAncer. Tomado de
Ozbabacan SE y Cols , PLoS computational biology. 2014 Feb;10(2).

1.3 IL-6

La interleuquina 6 (IL-6) es un mediador de la respuesta inmune, hematopoyesis e
inflamacién, implicado en la activacion de genes relacionados a procesos de
diferenciacién, supervivencia celular, apoptosis y proliferacion. A esta proteina se le han
asignado multiples nombres con base en su funcion biolégica, tales como Factor Activador
de Célula B (BSF-2 por sus siglas en inglés) relacionado con la diferenciacion de células
B activadas en anticuerpos, Factor Estimulador de Hepatocitos debido a su efecto en la
sintesis de proteinas en hepatocitos, entre otras denominaciones. El gen IL-6 se localiza
en el cromosoma 7p21 y codifica para una proteina IL-6 humana la cual est4 conformada
por 212 amino&cidos y un tamafio de 21 -26 kDa(53). La sintesis de interleuquina 6 es
desencadenada por lesiones infecciosas debido que estos patdgenos presentan los
denominados PAMPs o patrones moleculares asociados a patdégenos reconocidos por los
receptores de reconocimiento de patégenos (PRR) presentes en los monocitos y

macréfagos(54). Las injurias celulares debido a dafio tisular son capaces de mediar la
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produccién de interleuquina 6 al liberar las moléculas conocidas como DAMPSs o patrones
moleculares asociados a dafio. Los PRR comprenden los Toll-Like Receptors (TLR),
receptores parecidos a RGI-1 (RLR), receptores de dominio de oligomerizacion de
nucleétidos (NOD) y receptores de DNA. Estos estimulan la liberacion del factor de
transcripcién NF-kB potenciando la transcripcion del mRNA de los de genes de IL-6, IL-13
y TNF- a. Es importante destacar que IL-1B8 y TNF- a también estimulan factores de
transcripcién para IL-6. Las DAMPs, contienen varios tipos de moléculas, tales como DNA
mitocondrial, proteinas de alta movilidad del grupo 1 (HMGB1) y proteinas S100. Estas
proteinas al igual que los PAMPs son capaces de activar NF-kB a través de la union a los
TLR. EI DNA mitocondrial estimula TLR9(55), HMGB1 a TLR2, TLR4 y el receptor para
compuestos de glicosilacion avanzada (RAGE)(56). Se ha evidenciado que en la region
promotora 5 flanqueante del gen IL-6 se encuentran elementos reguladores en cis que
actian como sitios de unién para NF-kB, proteina de especificidad 1 (SP1), factor nuclear
de IL-6 (NF-IL6, también conocido como CAAT), proteina activadora 1 (AP-1) y factor 1
regulador del interferén (IRF1), la activaciéon de estos elementos reguladores conlleva a la
estimulacion transcripcional del promotor IL-6(57,58). En relacion con la regulacion
transcripcional y postranscripcional de IL-6 varias proteinas y microRNA estan asociados
(ver figura 4). En células diana, IL-6 primero se une a la cadena a del receptor de IL6 (IL-
6R), también llamado mbIL-6R, CD126, gp80. Posteriormente, este complejo se une a dos
moléculas de gpl130 e inicia la transduccion de la sefial. JAK/STAT3 y SHP2/Gab/MAPK
son las principales vias relacionadas a la sefializacion iniciada por gpl30, la cual es
activada via el motivo YxxQ y Y759 de gpl130(59-61). Es importante destacar que solo
ciertos tipos celulares, como macrofagos, neutréfilos, células T CD4+, hepatocitos y
podocitos, expresan IL-6R en su superficie celular, y, por lo tanto, pueden responder
directamente a IL-6(62,63). Receptores solubles han sido identificados para muchas
citoquinas y pueden actuar como agonistas 0 antagonistas de sefializacioén de citoquinas
y eventos inflamatorios (64). La forma soluble del receptor IL-6R es denominada sIL-6R
(65).
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Figura 4. IL-6 en inflamacién, inmunidad, y enfermedad. Tomado de Tanaka T y Caols,
Cold Spring Harbor perspectives in biology. 2014 Oct 1,;6(10):a016295.

La unién de la forma soluble a IL-6 presenta una afinidad similar a la unién de IL-6 con
mbIL-6R(66), en consecuencia, el complejo IL-6/sIL-6R puede activar gp130, una proteina
de membrana que es expresada de forma ubicua(67). La activacién de gp130 a través del
complejo IL-6/sIL-6R es llamado via de sefalizacion trans, mientras que la activacion de
gp130 por IL6/ mbIL-6R es denominada via de sefializacion clasica(68) (ver figura 5). La
via trans representa una alternativa a la via clasica y permite IL-6 modular un amplio
espectro de células diana(69). Se conocen dos mecanismos distintos de generacion de
sIL-6R. El primero implica un clivaje proteolitico de mbIL-6R basado en una actividad
metaloproteasa, y el segundo, es debido a la traduccion de mRNA IL-6 que sufrid6 un
splicing diferencial que tiene por consecuencia la ausencia de dominios transmembranales
y citosolicos(70,71). Se cree, que el primer mecanismo es quien se encuentra
principalmente implicado en la generacion de sIL-6R(72). El proceso de clivaje de IL-6R es

realizado por metaloproteasas de la familia ADAM(73), entre los cuales ADAM10 y
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ADAML17 son las enzimas principalmente implicadas(64). ADAM17 esta implicada con una
rdpida escision de IL-6R. Muchos factores pueden activar ADAM17, tales como las
citoquinas proinflamatorias IL-1B, TNF-a, toxinas bacterianas, deplecion del colesterol
celular, agonista PKC, dafio celular, entre otros(74,75). A menudo, se cree que la via
clasica esta implicada en la actividad anti-inflamatoria de IL-6, mientras que la via trans es

proinflamatoria(76).

A Classical signaling B Trans-signaling
Soluble IL-6R
gp130 ADAM10/17 gp130
IL-6R IL-6R
JAK/STAT JAK/STAT
ERK ERK
PI3K PI3K

Figura 5. Via de sefalizacion de Interlequina 6 y su rol en la enfermedad renal: una
actualizacion. Tomado de Su H y Cols, Frontiers in immunology. 2017 Apr 21;8:405.

Las quinasas Jakl, Jak2, Tyk2 se asocian a gp130y se activan a través de su estimulacion
a priori. La unién de citoquinas induce la dimerizacion del receptor activando los Jaks
asociados, los cuales se fosforilan ellos mismos y el receptor. Los sitios fosforilados del
receptor y Jaks sirven como sitios de unién para Stats que contienen dominios SH2, tales
como Stat3, y para proteinas y adaptadores que contengan este mismo SH2 que unen el
receptor a otras vias como MAPK, PI3K/Akt, entre otras. La tirosina fosfatasa SPH2 se une

a gpl30 fosforilado, posiblemente formando un enlace a la via MAPK, que también se
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activa con la estimulaciéon de citocinas IL-6. Stats forsforilados se translocan dentro del

ndcleo para regular la transcripcion génica (77-79) (ver figura 6).
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Figura 6. Tomado de Jak/Stat: IL-6 Receptor Signaling. Cell Signaling Technology,
2020.
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1.4 TNF-a

El gen TNF- a esta presente como una Unica copia del gen en el cromosoma humano 6p21.
Este gen esta conformado por cuatro exones y tres intrones. La citoquina TNF- a es
pleiotropica y es expresada en distintos tipos de células, sin embargo, sus principales
sintetizadores hacen parte de la linea monocitica, tales como macréfagos, astroglia,
microglia, células de Langerhans y células de Kupffer(80). La expresion transcripcional de
este gen es regulada por varios factores, incluyendo NF-kB y el factor nuclear de células
T activadas (NF-AT). La produccién de TNF- a es también regulada a nivel traduccional
por secuencias ricas en uracilo-adenina (UA) en la regién flanqueante 3’'UTR en el mRNA
(81). La proteina humana TNF- a tiene una masa molecular de 27 KDa y conformada por
233 aminoacidos, la cual es posteriormente clivada a 17 KDa (157 aminoacidos). Los 76
aminodcidos presentes en la presecuencia de la proteina de 27 KDa son altamente
conservados y parecen servir en el anclaje a la membrana celular, subsiguiente a ello es
clivada por una enzima proteolitica TACE resultando en un TNF- a soluble (82). EI TNF- a
actlia a través de dos receptores transmembranales, TNFR1 también conocido como p55
0 p60 expresado en la mayoria de los tejidos mamiferos y TNFR2 conocido como p75 o
p80 expresado en células del sistema inmune. La unién al TNFR2 presenta una disociacion
ligando-receptor rapida, por lo que la concentracion local de TNF- a en la superficie celular
es elevada(83). La activacion de TNFR1 por el ligando TNF- a esta asociada a distintas
respuestas inflamatorias. TNF- a se une al dominio extracelular o soluble de TNFR1
conllevando a la liberacion de una proteina inhibidora intracelular denominada dominio de
muerte (DD o SODD por sus siglas en inglés). Al dominio intracelular de TNFR1 se une
una proteina llamada dominio de muerte asociado al receptor de TNFR1 (TRADD por sus
siglas en inglés)(84), la cual recluta otras proteinas: Receptor interacting protein-1 (RIP-1)
(85), TNFR- associated factor 2 (TRAF2) (86). Este complejo es liberado del TNFR1, la
proteina RIP-1 recluta MEKK-3 y TGFB, subsecuentemente activando el complejo IKK
(inhibitor of kB kinase). Este complejo fosforila IkBa y otras proteinas IKKf, lo cual conlleva
a la ubiquitinacion y degradacion de IkBa, permitiendo la liberacion de NFkB. El NFkB
circulante en el citoplasma se transloca al nicleo y estimula la transcripcion génica (87,88)
(ver figura 7). Es importante destacar que existen varios mediadores de sefializacion

mediados por el TNF- a para la activacion de NFkB dependiendo del tipo celular.
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Estimulacion de TNFR2 activa la proteina MAP3K a través de TRAF2 en el complejo
TRADD-RIP-TRAF2, activando MAP2K, MEK 4 y MEK®, conllevando a la activacion de c-
Jun N- Terminal Kinases (JNKs) y p38MAPK. JNK activa la transcripcién génica a través
del factor de transcripcion AP-1. En adicién, también se activa la vida de sefializacion ERK

gue activa factores de transcripcion EGR-1.
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Figura 7. Fitoquimicos como una Fuente potencial para inhibidores TNF-a. Tomado de
Igbal M y Cols, Phytochemistry reviews. 2013 Mar 1;12(1):65-93.

Las tres vias anteriores de igual manera activan NFkB (ver figura 8). TRAF2 estimula el
complejo | el cual estd conformado en la membrana citoplasmética por TRADD, RIP,
TRAF2. Por otra parte, al activarse TNFR1 se inducen sefales proapoptoticas a través de
Fas-associated death domain (FADD), el cual inicia el proceso apoptotico si el NFKB no

induce proteinas antiapoptéticas tales como FLIPL.
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1.5 Enfermedad Periodontal

El término “enfermedad periodontal” esta relacionado con condiciones inflamatorias
crénicas de los tejidos de soporte del diente, incluyendo gingiva, ligamiento periodontal y
hueso. La enfermedad periodontal no ocurre de forma inmediata, esta es el resultado de
la progresiéon de una gingivitis no tratada la cual es iniciada por bacterias presentes en el
biofilm formado entre el diente y la gingiva. El signo clinico principal de enfermedad
periodontal son las denominadas bolsas periodontales y pueden conllevar a la pérdida
dental (89).

La enfermedad periodontal presenta varios tipos, siendo el mas comun la periodontitis
cronica. La periodontitis crénica es clasificada segun su severidad en estadio
I: periodontitis inicial, estadio II: periodontitis moderada, estadio I1l: periodontitis severa con
potencial de pérdida adicional de dientes, estadio IV: periodontitis severa con potencial de
pérdida de la denticién; segun la extension y distribucién: localizada, generalizada,
distribucion molar-incisivo; y segun su evidencia o riesgo de rapida progresion: grado A:
tasa baja de progresion, grado B: moderada tasa de progresién y grado C: rapida tasa de
progresion. Se establecieron parametros clinicos principales de diagndstico de
enfermedad periodontal segin sus distintos estadios basados en pérdida de insercion
clinica (CAL por sus siglas en inglés), pérdida 6sea y profundidad de sondaje (PD por sus
siglas en ingles). CAL 1-2 mm, <15% de pérdida 6sea predominantemente horizontal, PD
<4 mm son caracteristicos del estadio I, CAL 3-4 mm, 15% - 35% de pérdida Osea
horizontal, PD <5 mm para estadio |l, CAL 25 mm, pérdida 6sea con extensién hacia la
mitad o tercio apical de la raiz del diente, PD 26 mm con pérdida dental de <4 dientes para
estadio Ill, CAL =5 mm, pérdida 6sea con extension hacia la mitad o tercio apical de la raiz
del diente, PD 26 mm con pérdida dental de =5 dientes para estadio IV. Segun la extension

y distribucion se considera generalizada si afecta >30% de sitios afectados(90).

Varios factores de riesgo han sido identificados y establecidos, uno de ellos y el que ha

cobrado mayor importancia es el habito de fumar cigarrillo(91). En adicion, la diabetes
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mellitus es la enfermedad sistémica mas prevalente y estudiada que predispone a
periodontitis (92). Otros factores para destacar son el bajo nivel educativo, bajos ingresos
econdmicos, etnia afroamericana y en menor instancia (debido que no han sido
ampliamente dilucidados) variables psicosociales (93). El factor genético ha sido
considerado relevante para la aparicion y progresion de la periodontitis. En la actualidad,
estudios de asociacibn gendmica no han identificado SNV’'s especificos entre las
poblaciones. Sin embargo, se conoce que existe una contribucién poligénica y factores

epigenéticos en interaccion con el medio ambiente (89).

Considerando los mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad periodontal, la disbiosis
en el biofilm microbiano juega un papel importante en la generacion y progresion de esta
patologia(94). Sin embargo, esta disbiosis no es contundente por si misma para la
implantacién de la enfermedad periodontal, sino que se acompafa de una hiperreactividad
inmune hacia la presencia microbiana(95,96). Las células del epitelio de unién actian
como una barrera fisica contra los patdgenos y provocan la respuesta inmune innata y
adquirida(97). Las células dendriticas dentro del epitelio toman material antigénico
microbiano, lo llevan a tejidos linfoides para la presentacion a linfocitos. Posterior a ello se
genera una infiltracion de neutréfilos, granulocitos y linfocitos, generando una respuesta
inflamatoria crénica que desencadena la resorcién 6sea por los osteoclastos, degradacién
de las fibras del ligamento periodontal por metaloproteinasas de la matriz y la formacién
de tejido de granulacion, procesos importantes para la aparicion y progresion de la

enfermedad periodontal(98).

1.5.1 Epidemiologia de la Enfermedad Periodontal

La prevalencia de la enfermedad periodontal es variable entre las poblaciones, afecta
principalmente adultos, pero también puede ocurrir en nifios y adolescentes. Se ha
estimado que aproximadamente 10 — 15% de la poblacion global se encuentra afectada
por manifestaciones severas y formas avanzadas de periodontitis(4). En Colombia, segun
el dltimo Estudio Nacional de Salud Bucal -ENSAB IV el 61.8% de la poblacion esta
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afectada por periodontitis cronica. Los individuos de sexo masculino son los mas afectado

en un 66.41% respecto a las mujeres con un 57.41%(99).

1.6 Apnea Obstructiva del Suefno

La apnea obstructiva del suefio es un trastorno respiratorio del suefio, definido como la
ausencia del flujo respiratorio con méas de 10 segundos de duracién asociado a incremento
en el esfuerzo respiratorio (periodo entre 10 segundos y dos minutos) medido en las
bandas toracoabdominales o por aumento de la presién esofagica lo que lo diferencia de
la apnea central del suefio(100,101). El signo clinico principal de la AOS es el cese del
flujo de aire >90% resultante a pesar del esfuerzo inspiratorio debido a bloqueo en las vias
aéreas superiores(102). Durante el suefio existe una reduccién en el tono de los musculos
dilatadores que permiten la permeabilidad de las vias areas superiores, la relajacion del
musculo geniogloso que permite la retraccion posterior de la lengua dentro de la faringe
facilitando la obstruccion(103). Estas eventuales interrupciones dan lugar a despertares
transitorios repetidos y disminucién en la saturacién de oxigeno(101). Para el diagndstico
de este trastorno el método de referencia es la polisomnografia, el cual consiste en el
registro de variables respiratorias que nos permiten evaluar la cantidad y calidad del suefio
mediante eventos respiratorios y neurofisiol6gicos(104). Los individuos que son sometidos
a esta prueba presentan un indice de apnea-hipoapnea (AHI por sus siglas en inglés, se
refiere al nUmero de eventos de apneas-hipoapneas por hora) 25. La severidad de la AOS

es determinada con el indice AHI, 5 a 14 es leve, 15 a 30 moderada y >30 severa.

La fisiopatologia de la AOS es compleja y alin no es bien conocida. Factores de riesgo han
sido asociados a esta entidad, tales como, la obesidad, acromegalia, hipotiroidismo,
amiloidosis, tesaurismosis, anormalidades anatémicas orofaringeas o craneofaciales
relacionadas a hipertrofia amigdalar o velopalatina, deposito graso en pilares amigdalinos,
macroglosia, glosoptosis relacionada a micrognatia y a retraccion de la mandibula, p6lipos
y tumores nasales, hipertrofia de los cornetes nasales, adenoides o tumores rinofaringeos,
distrofia muscular que genera disminucion en la actividad de los musculos dilatadores de
las vias aéreas superiores (101,105,106). Otros factores de riesgo, como el habito de
fumar, consumo de alcohol, uso de sedantes y congestidon nasal, han sido sugeridos, pero

la literatura cientifica en torno a ellos es escasa(100).
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1.6.1 Epidemiologia de Apnea Obstructiva del Suefio

Se ha reportado una prevalencia general que varia entre 9% a 38% en adultos >18 afios
limitada a poblacion en Europa y América del norte (107). En 2007 la Organizacién Mundial
de la Salud estimé que mas de 100 millones de personas alrededor del mundo eran
propensos a tener AOS (108). Segun lo reportado por V.A Benjafield y cols. (2019), un
estimado de 936 millones de individuos entre 30-69 afios con indice AHI = 5 presentaban
AOS. Una prevalencia global de esta patologia con indice AHI = 5 fue estimada en 730
millones de personas, afectando predominantemente a China, seguido por Estados
Unidos, Brasil e India (109). En Colombia se reporté una prevalencia del 19% en tres
ciudades (Bogota, Bucaramanga y Santa Marta) con la metodologia 6mnibus. Por otro
lado, en estas mismas ciudades se estimé una prevalencia global del 26.9% con la escala
STOP-Bang (110).

1.7 Implicaciones de los genes IL-1B, IL-6 y TNF- a en la
etiopatogenia de la Enfermedad Periodontal y Apnea
Obstructiva del Suefio

La susceptibilidad a estas enfermedades inflamatorias esta determinada por el estado de
equilibrio entre los efectos de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias(28). Se ha
reportado una influencia genética en la etiopatogénesis de estas entidades al identificar
genes candidatos que codifican para estas citoquinas como posibles loci de
susceptibilidad, entre ellos, los genes IL-1B3, IL-6 y TNF- a. Sin embargo, estudios de
asociacion genotipo-fenotipo son inconsistentes entre poblaciones debido a diferencias
raciales y regionales(111), y a la misma naturaleza de la enfermedad determinada por

condiciones multifactoriales y poligénicas.

SNVs han sido identificados en distintas poblaciones en el gen IL-1B3 en las posiciones
€.+3954/3953C>T (rs1143634), c-511C>T (rs16944), c.-31T>C (rs1143627)(20), las
cuales han sido asociadas a enfermedad periodontal. EI SNV rs1143634 ha sido asociado
con la progresion y severidad de la periodontitis crénica en individuos caucasicos(26,112).
En la regidon promotora las variantes c.-1464 G/C (rs1143623) y c.-3737 G/A (rs4848306)
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se presume que actuaban en haplotipo en el proceso transcripcional e incidian en los
niveles de fluido crevicular gingival de la proteina IL-1B en individuos con PC (113). Wang
H.F y cols (2017) realizaron un metaanalisis sobre la relacion entre el SNV ¢.-511C>T y
periodontitis en poblacion china y obtuvieron una asociacion significativa con el riesgo de
periodontitis en esta poblacion, asi mismo reportaron que esta asociacion genética se
mantenia después de realizar una exploracion sin tener en cuenta factores como el medio
ambiente y antecedentes genéticos diferentes entre los individuos estudiados(111). En
relacién con la AOS, Popko K. y Cols (2008) realizaron un estudio de casos y controles
evidenciando que la frecuencia del alelo T y C en la posicion ¢.+3954/3953 fue similar en
ambos grupos estudiados(18). Gok I. y Cols (2015) analizaron el SNV rs1143634,
reportando un cambio polimérfico en 41.9% de pacientes en comparacion a 25.8% en
controles(114).

SNVs en la regién promotora del gen IL-6 en la posicién ¢.-572 G/C (rs1800796) han sido
asociadas con AOS y su severidad(19), tal como lo reportado por Wu W y cols (2016)
guienes observaron que aquellos individuos con presencia del alelo C y genotipo
homocigoto para este alelo presentaban 8.3 veces riesgo de desarrollar un fenotipo
moderado de AOS (115). Larkin y Cols (2010) sugirieron que variantes en el gen IL-6
podrian influenciar el riesgo de AOS independientemente de otros factores como la
obesidad (116). De manera analoga, respecto a la enfermedad periodontal, esta misma
variante ¢.-572 G>C ha sido sugerida como un alelo de riesgo debido que podria aumentar
la susceptibilidad de desarrollo o progresion de esta enfermedad (21). Otros SNVs en esta
region gendémica han sido identificados tales como c¢.-174G>C, c.-373A>T y c¢.-597 G>A.
Costa y Col (2010) reportaron que el SNV c¢.-174G>C (rs1800795) podria jugar un rol en
la PC (117).

En relacion con el gen TNF- a, la hipoxia intermitente en individuos con AOS promueve la
transcripciéon de TNF- a e incrementa la produccién de esta citoquina, resultando en
inflamacién sistémica(118). Zhang Z y cols (2019) llevaron a cabo un estudio de casos y
controles en China con individuos que presentaban fenotipo de apnea obstructiva del

suefio, obteniendo asociacion significativa con el incremento en la susceptibilidad de
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presentar esta patologia en presencia del SNV ¢.-308G>A (rs1800629)(19). Popko K. y
Cols (2008) reportaron gque el alelo A en la posicidon genémica c.-308 fue mas frecuente en
sujetos con AOS que en individuos controles con una diferencia del 5-7%(18). Por el
contrario, en relacién con la PC, V. Dosseva-Panova y Cols (2015) sugieren que el alelo G
y su genotipo homocigoto podria desempefar un rol importante en el desarrollo y
progresion de esta patologia en poblacion bulgara(119). Desde hace méas de dos décadas
se ha sugerido una posible relacion con gran énfasis en la regiéon promotora c.-308 del gen
TNF- a y la PC, no solo en su desarrollo sino en la progresién de su severidad (22). Dada
esta relevancia, se ha continuado en la indagacién y confirmacién de esta posible
asociacion en distintos grupos poblaciones, asi mismo, ha traido consigo la exploracién de
otros posibles puntos calientes o hotspots. Soya Y. y Cols (2003) realizaron un estudio que
buscaba observar la asociacion de SNVs recientemente identificados distintos a
c.-308G>A en laregiéon promotora del gen TNF- ay la enfermedad periodontal en poblacion
japonesa, reportando una significativa mayor frecuencia de portadores de al menos una
variante alélica en c.-1031T>C, c.-863C>A, ¢.-857C>T en individuos con periodontitis
cronica severa que en sujetos sanos. Ademas, estos individuos presentaban cantidades
séricas elevadas de proteina TNF-a(24).

1.8 ¢Existe asociacion entre los fenotipos de Enfermedad
Periodontal y Apnea Obstructiva del Suefio? ¢Es
bidireccional esta asociacion?

La enfermedad periodontal posee una causalidad multifactorial, a pesar de ello, su etiologia
se atribuye principalmente a bacterias gram negativas y espiroquetas que desencadenan
respuestas inflamatorias (120). Esta es una entidad patoldgica dinamica, la cual puede ser
modificada por factores comportamentales /estilos de vida, farmacos, condiciones
sistémicas, inmunoldgicas, y trastornos hematologicos(121). Se ha establecido que los
patdégenos periodontales y mediadores inflamatorios no solo estan confinados al tejido
periodontal, pueden diseminarse via sérica y generar un gran impacto en la inflamacién
sistémica como también predisponer a enfermedades como la diabetes mellitus,
enfermedades cardiacas coronarias, infartos, ateroesclerosis, partos pretérminos, artritis

reumatoide, y recientemente, apnea obstructiva del suefio (6,122,123).
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La relacion de la enfermedad periodontal con AOS se enmarca en dos razones
fundamentales: 1) mediadores inflamatorios que presuntamente desempefian un rol
importante en la patogénesis de ambas entidades y, 2) factores de riesgo comunes
(15,124). Factores de riesgo para el desarrollo de PC como el género, edad, habito de
fumar, consumo de alcohol, obesidad y diabetes son también relativamente comunes en
AOS (125,126). La respiracion bucal y las intermitentes disminuciones en la oxigenacion
de tejidos durante el suefio pueden crear una predisposicibn a PC en sujetos con
AOS(124). La biopelicula formada y establecida en la periodontitis es capaz de aumentar
la carga inflamatoria sistémica preexistente a través de la elevacion de los niveles séricos
de citoquinas proinflamatorias y mediadores inflamatorios importantes. La respuesta
inflamatoria resultante junto con factores genéticos y ambientales podria potenciar

cualquier enfermedad inflamatoria existente(127).

Gunaratnam y Cols (2009) fueron pioneros en hipotetizar la asociacion entre enfermedad
periodontal y apnea obstructiva del suefio. Ellos obtuvieron una prevalencia del 77% de
PC en pacientes con AOS. Asi mismo, demostraron que la prevalencia de PC en pacientes
con AOS fue cuatro veces mayor que el promedio nacional australiano. Seo y Cols (2013)
reportaron una mayor prevalencia de AOS en pacientes con PC (17). La AOS puede actuar
como un mediador inflamatorio para la periodontitis y viceversa(128). Estudios de
asociacion han demostrado que el 60% de pacientes con PC mostraron un elevado riesgo
de AOS comparado con solo un 28% de individuos controles. Pacientes con PC moderada
a severa poseen 4.1 veces mas probabilidad de estar en riesgo de desarrollo de AOS que
pacientes controles con gingivitis o periodontitis leve, concluyéndose una relacién
significativa entre PC moderada o severa y riesgo de AOS(17,129). La AOS ha sido
positivamente asociada con periodontitis en sujetos = 55 afios, pero no en sujetos menores
de esta edad. En poblacion latina, Cuervo A. y Cols (2016) realizaron un estudio en 166
pacientes en la ciudad de Bogota, Colombia con el objetivo de evaluar la condicién
periodontal en individuos con AOS, sus resultados mostraron una prevalencia de PCdel
60.1% en individuos con AQOS, siendo méas prevalente la forma severa en un 74% (27).
Para el diagnostico de PC se tienen en cuenta parametros clinicos como profundidad de

sondaje y pérdida de insercién clinica, los cuales han sido empleados para identificar una
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asociacion con indicadores de AOS y establecer una posible relacion entre ambas
enfermedades. Nizam N. y Cols (2014) reportaron una correlacion significativa entre
profundidad de sondaje y pérdida de insercion clinica con indice de apnea-hipoapnea,
indice de desaturacién de oxigeno, saturacion nocturna de oxigeno mas baja (Sp0O2),
tiempo de suefio con SpO2 < 90% (min), tiempo de suefio con SpO2 < 90% (%)(124). Seo
WH y Cols (2013) reportaron una correlacion significativa entre un alto indice de apnea-
hipoapnea (>10/h) con profundidad al sondaje y pérdida de insercion clinica en una forma
dosis-respuesta(17). Sin embargo, no esta totalmente elucidada esta relaciébn entre
pardmetros clinicos en estas entidades debido a contrariedades reportadas, Loke W. y
Cols (2014) describieron que la profundidad al sondaje, pérdida de insercion clinica = 3mm,
profundidad de = 5mm no fueron significativamente correlacionadas con el indice de
apnea- hipoapnea(127). Asi mismo, observaron en su estudio que la proporcién de sujetos
con periodontitis moderada/severa incrementaba progresivamente con la severidad de
AOS (indice apnea-hipoapnea), sin embargo, la asociacion no fue estadisticamente
significativa. El porcentaje promedio de sitios con pérdida de inserciéon = 3 mm, sangrado
al sondaje y porcentaje placa bacteriana habian incrementado junto con el aumento en la
severidad del indice apnea-hipoapnea, pero solo se obtuvo significancia estadistica con el
porcentaje de sitios con biofilm, concluyendo que no existié una relaciéon dosis-respuesta
entre la PC y la severidad de la AOS (127).

La etiologia de la inflamacion sistémica y AOS no es clara, pero podria estar relacionada

a la inflamacién en la cavidad bucal y enfermedad periodontal(17).



2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Determinar SNVs en la region promotora de los genes IL-13 ¢.-511C>T, ¢.-31T>C; TNF-a

€.-308 G>A; IL-6 c.-572G>C, ¢.-174C>G, y establecer los niveles de estas citoquinas

proinflamatorias en saliva en los fenotipos de AOS y PC.

2.2 Objetivos especificos

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de variantes en la region
promotora de los genes IL-1B ¢.-511C>T, ¢.-31T>C (rs16944, rs1143627); TNF-a
€.-308 G>A (rs1800629); IL-6 ¢.-572G>C, c.-174C>G (rs1800796, rs1800795) en
individuos con fenotipos de AOS y PC.

Calcular el riesgo de susceptibilidad de desarrollar AOS y PC asociado a variantes
en la regidn promotora de los genes IL-1B ¢.-511C>T, ¢.-31T>C; TNF-a c.-308 G>A;
IL-6 ¢.-572G>C, c.-174C>G.

Describir los niveles de citoquinas proinflamatorias IL-13, TNF-a, IL-6 en saliva de
individuos con fenotipos de AOS y PC.

Correlacionar las variantes IL-1B ¢.-511C>T, ¢.-31T>C; TNF-a c.-308 G>A; IL-6
€.-572G>C, c.-174C>G con los niveles de citoquinas proinflamatorias en saliva en

los individuos con fenotipos de AOS y PC.
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3.Metodologia

3.1 Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio observacional analitico de tipo de casos y controles

3.2 Muestreo

La seleccion de la muestra se realizO mediante un muestreo no probabilistico por
conveniencia, donde los sujetos casos fueron agrupados de la siguiente manera:
individuos con diagnostico clinico de AOS sin PC, individuos con diagndstico clinico de PC
sin AOS, sujetos con diagnéstico conjunto de AOS y PC. Los Individuos controles
correspondieron a aquellos sujetos que no presentaron diagndstico de AOS ni de PC, los
cuales fueron emparejados por criterios por edad, sexo, origen étnico y estrato
socioecondémico similar al grupo de casos. En el disefio del estudio, se tuvo por objetivo

una distribucion de 30 sujetos por cada subgrupo.

3.3 Criterios de seleccion

La muestra estuvo conformada por individuos = 30 afos los cuales fueron seleccionados

en la Facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia.

3.3.1 Criterios de inclusion

Fueron seleccionados aquellos individuos con diagnéstico de periodontitis cronica. Para el
diagnostico se realiz6 examen periodontal de boca completa basados en los criterios del
ultimo sistema de clasificacion de enfermedades y condiciones periodontales definidos por
la Academia Americana de Periodoncia (AAP) y la Federacion Europea de Periodoncia
(EFP), siendo los pardmetros clinicos de profundidad de sondeo (PS > 3mm en dos o mas
dientes), nivel de insercioén clinica (pérdida NIC = 2 mm en zonas interdentales en dos o
mas dientes no adyacentes, o pérdida NIC vestibular 23 mm) y sangrado al sondeo en seis
sitios por diente (mesiovestibular a distovestibular y de mesiolingual/palatino a

distolingual/palatino) excluyendo terceros molares(90). Todos estos parametros clinicos
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fueron llevados a cabo por un examinador experto docente del posgrado de periodoncia

usando una sonda periodontal de la OMS.

En relacion con los individuos que fueron parte del grupo de casos con apnea obstructiva
del suefio, su diagnostico se llevd a cabo mediante polisomnografia en la Pontificia
Universidad Javeriana. Adicionalmente, para el diagnéstico se tuvo en cuenta el indice de
apnea-hipoapnea (AHI) =5, desaturacién de oxigeno =4%, reduccion del flujo de aire

continuo >10 segundos (115).

Fue requerida la firma del consentimiento informado de todos los individuos para la

aceptacioén de su participacion en el presente estudio (anexo 1).

3.3.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos sujetos que presentaron cuadros infecciosos, diabetes, habito de
fumar, individuos con enfermedades neuroldogicas o psiquiatricas, individuos bajo
tratamiento con corticoides, anticonvulsivantes y antiepilépticos en los Ultimos 6 meses
previos al examen clinico para diagnostico de periodontitis cronica y apnea obstructiva del

suefio y sujetos con indice de masa corporal correspondiente obesidad.

3.4 Extraccion de ADN y genotipificacion

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de muestras de saliva, las cuales fueron
recolectadas usando el dispositivo Oragene DNA Sample Collection Kit (OG-500 DNA Self-
Collection Kit, Genotek, Ottawa, Ontario, Canada). Segun las recomendaciones del
fabricante, los participantes no debieron haber ingerido alimentos y/o bebidas por al menos
30 minutos antes de la recoleccién de saliva. Si esto no se cumplia, se realizé un enjuague
con agua y se esper6 al menos 15 minutos para proceder a donar la muestra. Para la
recoleccién de saliva, se solicité a los sujetos frotar suavemente su lengua contra el interior

de su boca por 15 segundos y proveer una cantidad de saliva (sin burbujas) hasta alcanzar
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la marca de llenado en el vial de recoleccion. Posteriormente, el vial fue cerrado, rotulado
e invertido suavemente 10 veces para mezclar la saliva con la solucién de almacenamiento

y preservacion del kit Oragene.

ElI ADN e extrajo a partir de 0.5 mL de muestra utilizando el reactivo PT-L2P (DNA Genotek,
Inc., Ottawa, ON, Canada) acorde al protocolo del fabricante y almacenado a -20°C. Se
evalud la cantidad y calidad del ADN mediante espectrofotometria usando NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) y electroforesis en geles de agarosa 1.5% para 60 muestras (50% del
total). Se amplificaron segmentos de regiones promotoras mediante reaccion en cadena
de la polimerasa de punto final (PCR) para genotipificar cinco SNVs, los cuales, segun
cada gen fueron:

Gen  Localizacion Primer Forward Primer Reverse

IL-6 -572 TGGCAAAAAGGAGTCACACA (130) TTTGTTGGAGGGTGAGGGTG
-174

IL-18  -511 CTCTGCCCCAGCCAAGAAAG GCTGAAGAGAATCCCAGAGCA
-31

TNFa -308 AACACAGCTTTTCCCTCCAA TAGCTGGTCCTCTGCTGTCC (131)

Los primers para la PCR fueron disefiados en la herramienta de Primer-Blast de la pagina
web del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés)
perteneciente a los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH por sus siglas
en inglés) y algunos obtenidos mediante revision de literatura, tales como el primer forward
para IL-6 (130) y el primer reverse para TNF-a (131). La sintesis de los primers se realizd
en Macrogen Inc (Geumcheon-gu, Seoul, Corea). Todos los ensayos de genotipificacion
fueron validados y/o estandarizados antes de procesar las muestras del estudio. Se verificd
la calidad de la totalidad de los productos de PCR mediante electroforesis en geles de

agarosa 2% y su visualizacion en un transiluminador.
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3.4.1 Condiciones de PCR
IL-6

95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 62°C por 40 segundos y 72°C por
45 segundos, seguido de 72°C por 10 minutos (130).

IL-18

95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 59.2°C por 40 segundos y 72°C
por 45 segundos, seguido de 72°C por 10 minutos (130).

TINF-a

95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57°C por 40 segundos y 72°C por
45 segundos, seguido de 72°C por 10 minutos(131).

Una vez obtenidos los productos de PCR con su previa verificaciéon de la calidad, se
procedié a realizar su purificacion con acetato de amonio 5M y posterior envio para
secuenciacion Sanger en un laboratorio de genética molecular en Colombia y Estados

Unidos.

3.5 Cuantificacion de proteinas IL-6, IL-1B, TNF- a en
saliva

El proceso de cuantificacion de citoquinas en saliva se realizd por duplicado mediante el
kit HCYTOMAGG60K MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel -
Immunology Multiplex Assay (Millipore, Billerica, MA, USA) procesados en la plataforma
Luminex. Se sigui6 el protocolo del fabricante. Las tres citoquinas principales de nuestro
interés fueron analizadas: IL-6, IL-1B, TNF-a, asi mismo, se adicionaron otras citoquinas
para futuros analisis exploratorios aparte de esta investigacion: sCD40L, EGF, FGF-2, Flt-
3 ligand, Fractalkine, G-CSF, GM-CSF, GRO, IFN-a2, IFN-y, IL-1a, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17A, IP-10, MCP-1,
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MCP-3, MDC (CCL22), MIP-1a, MIP-18, PDGF-AB/BB, RANTES, TGF-a, TNF-B3, VEGF,
Eotaxin/CCL11, PDGF-AA.

3.6 Analisis estadistico

Se realizé estadistica descriptiva (promedio, desviacion estandar y frecuencias) para el
analisis de variables sociodemograficas, distribucién de diagndsticos segun severidad de
periodontitis crénica y apnea obstructiva del suefio. En adicion, se compar6 la edad
promedio de casos y controles mediante el test U de Mann-Whitney con correccién de

continuidad.

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron calculadas de forma global para casos y
controles, y segun cada subgrupo de casos. Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg
de las frecuencias alélicas observadas respecto a las esperadas en el grupo control
mediante la prueba chi-cuadrado (X?) con un grado de libertad. Se determiné si existian
diferencias en estas frecuencias entre los diferentes grupos mediante el test X* con

correccion de continuidad de Yates o mediante el test exacto de Fisher.

Para la eleccion de las pruebas estadisticas se utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov para

evaluar la normalidad de los datos.

Un valor de p<0.05 y < 0.01 con correccion de significancia fueron considerados
estadisticamente significativos. La asociacion entre los SNVs IL-6 (rs1800796, rs1800795),
IL-1B (rs16944, rs1143627), TNF-a (rs1800629) y el riesgo de susceptibilidad de PC y/o
AOS se determind mediante la estimacion de coeficientes Odds ratio (OR) utilizando

intervalos de confianza de 95% y prueba de Wald para su significancia.
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Los niveles de proteinas IL-1B, TNF-a, IL-6 fueron comparados entre los genotipos
formados por los alelos de interés ¢.-511C>T, ¢.-31T>C; ¢.-308 G>A; ¢.-572G>C, c.-
174C>G, respectivamente, y relacionando el genotipo segun cada fenotipo analizado
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y prueba post-hoc de mudltiples comparaciones

Wilcoxon con correccién de la significancia con prueba Holm y prueba Dunn.

Las frecuencias alélicas y genotipicas globales, y el célculo del equilibrio de Hardy-
Weinberg fue realizado a través de la herramienta SNPStats, el resto de los analisis
estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico R version 3.6.2 para Windows
(R Core Team, 2019), y la libreria GGplot2 en R para la generacién de gréficos de los

niveles de proteinas.

3.7 Consideraciones éticas

La presente propuesta de investigacion se considera como “investigacién con riesgo
minimo” de acuerdo con el articulo 11, capitulo 1, titulo Il de la resolucion 8430 de 1993
de la republica de Colombia. Para todos los sujetos participantes se exigira por escrito la
firma del consentimiento informado y se explicaran los objetivos del proyecto, sus
potenciales beneficios y posibles riesgos. Los sujetos participantes aceptaran la donacion
de la muestra de saliva, la extraccion de ADN y su procesamiento para el presente estudio
a partir de la firma del consentimiento informado del proyecto macro en conjunto a esta
investigacion, titulado: “Caracterizacion de la Microbiota oral asociada a Apnea Obstructiva
del Suefio en pacientes con periodontitis”, el cual, ya se encuentra aprobado por el comité
de ética de la Facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana (se adjunta
consentimiento informado). Es relevante destacar que la presente propuesta de
investigacion ademas de generar nuevos hallazgos buscara responder algunas preguntas
del macroproyecto, por ende, se tomaran las muestras de saliva recolectadas en la
Pontificia Universidad Javeriana bajo el macroproyecto mencionado, por lo tanto, en la
Universidad Nacional de Colombia no se realizara ningun tipo de muestreo. La informacién
obtenida de los sujetos de investigacion solo sera manipulada por los miembros del

presente proyecto de investigacion, con el fin de proteger su privacidad y confidencialidad.
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La presente investigacion fue aprobada por el comité de ética de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia mediante acta No. 009-0752 y cofinanciada por la

Universidad Nacional con proyecto Hermes N. 50935.

3.8 Consideraciones de bioseguridad y riesgo ambiental

En el presente estudio se tomd una muestra de saliva a los participantes con el dispositivo
Oragene DNA Sample Collection Kit (OG-500 DNA Self-Collection Kit, Genotek, Ottawa,
Ontario, Canada). La recolecciéon de la muestra y los productos derivados de esta por su
procesamiento seran descartados bajo normas de bioseguridad para garantizar la
proteccion del personal en el area y del ambiente. Este proceso sera llevado a cabo bajo

condiciones de asepsia y antisepsia.

Segun las indicaciones establecidas por el Ministerio de Salud y Proteccién Social, los
dispositivos de recoleccion de saliva, guantes, residuos biolégicos y demas materiales de
laboratorio seran recolectados en bolsas rojas especificas para el depésito de utensilios
en contacto con material bioldgico, para finalmente ser descartados por la empresa

contratada por la Universidad Nacional de Colombia.

Este proyecto tiene minimo impacto ambiental, generado de forma indirecta por realizar
actividades que producen como cualquier actividad humana, residuos que son desechados

de acuerdo con las normas vigentes.

3.9 Propiedad intelectual

El presente proyecto de investigacion se rige con base en lo estipulado en el “convenio de
cooperacion académica entre la Pontificia Universidad Javeriana y la Universidad Nacional
de Colombia” del afio 2011, enfatizandose en la séptima clausula sobre propiedad
intelectual. Los productos de investigacion derivados de la realizacion de este proyecto
seran concedidos a la Pontificia Universidad Javeriana, Universidad de Cartagena y la

Universidad Nacional de Colombia por su contribucién intelectual y econémica.
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4.Resultados

4.1 Datos descriptivos de la muestra de estudio

En total, se analizé una muestra de 129 individuos provenientes de la ciudad de Bogota,
con un rango de edad igual entre ambos grupos de estudio, siendo la edad promedio de
30 a 40 afios mas frecuente para los sujetos casos y controles, y siendo el sexo femenino
el mas prevalente (54%). Es importante resaltar que no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la distribucién de estas variables, lo cual hace ambos grupos comparables
(tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas de los sujetos de estudio

Indices clinicos Control Casos
n=64 (49%) n=65 (51%) p-valor
Rango de edad (afios) 30-70 30-70 30-70
Edad promedio (DE) 46.4+£12 45+13 48+11 0.4679%
30-40 25 22
41 -50 11 15
51-60 23 18
61-71 5 10
Sexo
Masculino 59 (45%) 26 (40%) 33 (50%) .
Femenino 70 (54%) 38 (59%) 32 (49%) 0.3273

¥Test U de Mann-Whitney con correccién de continuidad
*Test X? con correccion de continuidad de Yates (X?=0.959, gl=1)

Teniendo en cuenta los tres subgrupos de casos, los diagnosticos de periodontitis cronica
severa (11%), apnea obstructiva del suefio leve (9%), y la concomitancia de periodontitis
cronica severa y apnea obstructiva del suefio severa (8%) fueron los mas prevalentes
(tabla 2).
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Tabla 2.Distribucién de diagnésticos entre individuos casos

Diagnostico Frecuencia (%)
Periodontitis Leve 1(0.8)
Periodontitis Moderada 3 (2.3)
Periodontitis Severa 14 (11)
AOS Leve 12 (9)
AOS Moderada 3 (2.3)
AQOS Severa 4 (3)
Periodontitis Severa y AOS Moderada 7 (5)
Periodontitis Severa y AOS Severa 11 (8)
Periodontitis Moderada y AOS Severa 1(0.8)
Periodontitis Moderada y AOS Moderada 3 (2)
Periodontitis Severa y AOS Leve 5(4)
Periodontitis Moderada y AOS Leve 1(0.8)
Controles 64 (50)

4.2 Frecuencias alélicas y genotipicas en IL-1B, IL-6 y
TNF- a

Considerando el grupo control, las frecuencias alélicas de TNF- a ¢.-308 G>A, IL-6 ¢.-572
G>C, IL-6 ¢.-174 C>G se mantuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p >0.05), mientras
que para IL-1B c.-511 T>C y IL-1B c.-31 C>T se encontraron en desequilibrio (p-valor
<0.05). Los SNVs IL-18 ¢.-511T y IL-1B c.-31C presentaron asociacion al grupo de
individuos con los fenotipos estudiados con un efecto de riesgo (p= 0.00071 OR: 2.83 (IC
1.57-5.10), p= 0.001 OR: 2.81(IC 1.51-5.20), respectivamente) (tabla 3). La frecuencia de
los alelos de riesgo IL-1B ¢.-511T y IL-1B ¢.-31C fue mayor en sujetos casos (56 y 43%)
gue en controles (31 y 21%) (tabla 3). Dadas estas asociaciones, se realizé un analisis
comparativo entre los subgrupos de casos y controles, evidenciandose que el alelo IL-13
¢.-511T se comportaba como de riesgo para individuos con fenotipo de AOS (OR 3.36 (IC
1.4-7.8)) y para sujetos con PC mas AOS (OR 4.8 (IC 2.2-10.3)) (tabla 5). De igual forma,
el alelo IL-1B c.-31C presentd el mismo efecto en los fenotipos de AOS (OR 3.6 (IC 1.5-
8.5)) y en PC méas AOS (OR 4.8 (IC 2.2-10.3)) (tabla 6). Los alelos de riesgo fueron mas

frecuentes en sujetos diagnosticados con ambas enfermedades inflamatorias (tabla 4).
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A pesar de que no se evidencié asociacion estadistica del alelo IL6 c.-572 G>C, se observa
gue esta variante es mas frecuente en casos que en controles, 46 y 14%, respectivamente
(tabla 3).

Tabla 3.Frecuencias alélicas en IL-1B, IL-6 y TNF- a

Gen Total Casos Controles p-valor OR
sujetos (IC 95%)
n % n % n %
TNFA. 129
-308G/A
rs1800629
G 183 91 110 89 73 94 0.3632" 1.00
A 19 9 14 11 5 6 ' 0.53 (0.18 - 1.55)
Equilibrio HW 0.56 1
IL1B-511C/T 98
rs16944
C 110 56 45 44 65 69 ~ 100
T 86 44 57 56 29 31 0.00071 2.83(1.57-5.10)
Equilibrio HW 0.0001 0.0001
IL1B-31T/C 102
rs1143627
T 137 67 60 57 77 79 ~ 100
C 67 33 46 43 21 g1 2001427 5 81 (1.51-5.20)
Equilibrio HW 0.00078 0.0001
IL6-572 G/C 21
rs1800796
G 27 64 15 54 12 86 0.0876° 1.00
C 15 36 13 46 2 14 ' 0.19 (0.03-1.02)
Equilibrio HW 0.32 0.077
IL6-174 CIG 5
rs1800795
C 6 60 2 50 4 67 10 1.00
G 4 40 2 50 2 33 0.5 (0.02 - 13.01)
Equilibrio HW 0.33 0.2

* Test X2 con correccién de continuidad de Yates (X?= 0.82676, gl= 1; X?>= 11.451, gl= 1; X?= 10.168, gl=1,
X?=2.916, gl= 1)
° Test exacto de Fisher *p-valor <0.05



38 Genatipificacion de SNVs de la region promotora de los genes IL-6, IL-183,
TNF-a asociados a respuesta inflamatoria en los fenotipos de Apnea

Obstructiva del Suefio y Enfermedad Periodontal

Tabla 4.Frecuencias alélicas en IL-1p3, IL-6 y TNF- a segun discriminacién de casos

Gen Total Casos Controles

sujetos

PC AOS PC + AOS

n % n % n % n % n %
TNFA 101
-308G/A
rs1800629
G 183 91 27 84 35 92 48 89 73 94
A 19 9 5 16 3 8 6 11 5 6
IL1B 98
-511 C/T
rs16944
C 110 56 19 68 12 40 14 32 65 69
T 86 4 9 32 18 60 30 68 29 31

ILIB-31T/C 102

rs1143627
T 137 67 25 83 16 50 19 43 77 79
C 67 33 5 17 16 50 25 57 21 21

IL6-572G/C 21

rs1800796

G 27 64 5 42 2 33 8 80 12 86
C 15 36 7 58 4 67 2 20 2 14
IL6-174 C/G 5

rs1800795

C 6 60 O 0 0 0 2 50 4 67

G 4 40 O 0 0 0 2 50 2 33
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Tabla 5. Comparacion Intergrupo de frecuencias alélicas IL-1B ¢.-511C>T segun
discriminacion de casos

Subgrupos de casos  Controles OR IC 95%
p-valor

IL1B -511 PC 0.918* 0.94 0.3-2.3

IL1B -511 AOS 0.008* 3.36 1.4-7.8

IL1B -511 PC + AOS 0.000079* 4.8 2.2-10.3

*Test X2 con correccidn de continuidad de Yates
* p-valor <0.05

Tabla 6. Comparacion Intergrupo de frecuencias alélicas IL-1B ¢.-31T>C segun
discriminacién de casos

Subgrupos de casos  Controles OR IC 95%
p-valor

IL1B -31 PC 0.758+ 1.3 0.46-3.99

IL1B -31 AOCS 0.004+* 3.6 1.5-85

IL1B -31 PC+ AOS  0.00007** 4.8 2.2-10.4

*Test X2 con correccion de continuidad de Yates
* p-valor <0.05

Los genotipos conformados por los alelos IL-1B ¢.-511C, IL-1p ¢.-511T, y IL-18 ¢.-31T, IL-
18 ¢.-31C presentaron asociacion estadistica al grupo de individuos casos cuando se
compararon con sujetos controles, p= 0.02 y 0.008, respectivamente. La frecuencia de los
genotipos homocigotos IL-1B ¢.-511TT y IL-1f ¢.-31CC fue mayor en individuos casos (47
y 30%) que en controles (11 y 8%). Asi mismo, los genotipos heterocigotos fueron mas

prevalentes en el grupo de casos (tabla 7).

Al comparar cada subgrupo de casos con los controles se evidencié diferencia
estadisticamente significativa en la distribucion de genotipos de IL-1B ¢.-511 y c¢.-31 en
individuos con diagndstico de periodontitis crénica mas apnea obstructiva del suefio, donde
los estados homocigotos ¢.-511TT (55%), ¢.-31CC (36%) y heterocigoto CT (27 y 41%)
fueron mas frecuentes en sujetos con estas patologias, a diferencia de los genotipos
homocigotos wildtype que fueron mas frecuentes en controles (tabla 8). En adicion, la
presencia de los genotipos con el alelo variante aumenta mas de 7 veces el riesgo de

desarrollar simultaneamente PC y AOS en individuos que los posee, obteniéndose OR: 7.9
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(IC 2.09-29.8) p= 0.002 para IL-1B ¢.-511C>T, y OR: 7.2 (1.8-27.9) p= 0.0001 para IL-18
€.-31T>C (tabla 9 y 10).

Tabla 7. Frecuencias genotipicas en IL-13, IL-6 y TNF- a

Gen Total Casos Controles p-valor
sujetos

n % n % n %
TNFA -308G/A 101
rs1800629
GG 83 82 49 79 34 87
GA 17 17 12 19 5 13 0.6476°
AA 1 1 1 2 0 0
IL1B-511C/T 98
rs16944
TT 35 36 24 47 11 23
TC 16 16 9 18 7 15 0.0234"
CcC 47 48 18 35 29 62
IL1B-31T/C 102
rs1143627
CcC 24 24 16 30 8 16
CT 19 19 14 26 5 10 0.0080"
TT 59 58 23 43 36 73
IL6-572G/C 21
rs1800796
GG 11 52 5 36 6 86
GC 5 24 5 36 0 0 0.1023°
CcC 5 24 4 29 1 14
IL6-174 C/G 5
rs1800795
CcC 3 60 1 50 2 67
CG 0 0 0 0 0 0 1°
GG 2 40 1 50 1 33

*Test X2 con correccién de continuidad de Yates (X2= 7.5023, gl= 2; X2= 9.6522, gl= 2)
° Test exacto de Fisher

* p-valor <0.05
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas en IL-1B, IL-6 y TNF- a segun discriminacion de casos

Gen Total Casos Controles

sujetos

PC AOS PC +
AOS

n % n % n % n % n %
TNFA -308G/A 101
rs1800629
GG 83 82 12 75 16 84 21 78 34 87
GA 17 17 3 19 3 16 6 22 5 13
AA 1 1 1 6 0 0 0 0 0 0
IL1B-511C/T 98
rs16944
TT 35 36 4 29 8 53 12 55 11 23
TC 16 16 1 7 2 13 6 27 7 15
CcC 47 48 9 64 5 34 4 18 29 62
IL1B -31T/C 102
rs1143627
CcC 24 23 1 7 7 44 8 36 8 16
CT 19 19 3 20 2 12 9 41 5 10
TT 50 58 11 73 7 44 5 23 36 73
IL6 -572 G/C 21
rs1800796
GG 11 52 2 33 0 0 3 60 6 86
GC 5 24 1 17 2 67 2 40 0 0
CcC 5 24 3 50 1 33 0 0 1 14
IL6-174 C/G 5
rs1800795
CcC 3 60 0 0 0 0 1 50 2 67
CG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GG 2 40 0 0 0 0 1 50 1 33
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Tabla 9. Comparacién Intergrupo de frecuencias genotipicas IL-1p ¢.-511 C>T segun
discriminacion de casos

Subgrupos de casos  Controles OR IC 95%
p-valor

IL1B -511 PC 0.825 0.85 0.21-3.3

IL1B -511 AOS 0.080° 0.23 0.06-0.88

IL1B -511 PC + AOS 0.002°* 7.9 2.09-29.8

°Prueba exacta de Fisher
* p-valor <0.05

Tabla 10. Comparacién Intergrupo de frecuencias genotipicas IL-1B ¢.-31T>C segln
discriminacion de casos

Subgrupos de casos  Controles OR IC 95%
p-valor

IL1B -31 PC 0.434 2.44 0.2-21.7

IL1B -31 AOS 0.051° 0.22 0.06-0.8

IL1B -31 PC+ AOS  0.0001°* 7.2 1.8-27.9

° Prueba exacta de Fisher
* p-valor <0.05

4.3 Niveles de proteinas IL-1B, IL-6 y TNF- a segun
genotipo y fenotipo

Al comparar los niveles de proteina TNF- a entre los individuos teniendo en cuenta los
genotipos indistintamente del fenotipo, se observé una mayor distribucién y mediana de

estos niveles en sujetos homocigotos TNF- a ¢.-308GG (figura 9).
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Figura 9. Niveles de TNF- a segun genotipo en individuos casos
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Los niveles de proteina IL-1B presentaron una mayor mediana y una distribucién mas
amplia en sujetos con genotipo heterocigoto IL-13 ¢.-31TC y IL-1B ¢.-511CT (figura 10).
Figura 10. Niveles de IL-1B segun genotipo en individuos casos
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Considerando los niveles de proteinas IL-6, se obtuvieron pocos datos respecto a la
variante IL-6 ¢.-174C>G. Teniendo en cuenta el SNV IL-6 ¢.-572C>G, se obtuvo una mayor

distribucién de los niveles de proteinas en genotipo homocigoto GG (figura 11).

Figura 11. Niveles de IL-6 segun genotipo en individuos casos

Niveles de Interlequina 6 segiin genotipo

IL-6 (pg/ml)

IL6 -174 CC IL6 -174 GG IL6 -572 GC
IL6 -174 CG L6 -572 CC IL6 -572 GG
Genotipos

Al comparar los niveles de proteinas de los grupos de fenotipos (PC, AOS, PC mas AOS,
Controles) segun el genotipo de TNF- a se evidencid diferencias estadisticamente
significativas (p= 0.0002916), especificamente entre individuos homocigotos GG del grupo
control y del grupo de PC mas AOS (p= 0.0013), y sujetos homaocigotos GG del grupo
control e individuos homocigotos con PC (p= 0.0015) (figura 12).
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Figura 12. Niveles de TNF- a segun genotipo y fenotipo en individuos casos
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Comparando los niveles de proteina IL-13 de cada fenotipo segun el genotipo de IL-13
c.-511 se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p= 2.2e-16). Se
observaron diferencias entre individuos homocigotos CC del grupo control y con PC
(p=0.039), controles TT y PC CC (p= 0.049), controles CC y PC TC (p= 0.041), controles
TT y periodontitis crénica TC (p= 0.036), controles CC y sujetos con PC y AOS TT
(p=0.011), controles TT e individuos con PC y AOS TT (p=0.013) (figura 13).
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Figura 13. Niveles de IL-1B c.-511 segun genotipo y fenotipo en individuos casos
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Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de proteina IL-13 de
los distintos fenotipos segun genotipo IL-1B c.-31 (p= 2.2e-16). Se observaron diferencias
entre individuos controles CC y casos con PC TT (p= 0.022), controles TT y PC TT
(p= 0.0022), controles CC y sujetos con PC mas con AOS CT (p= 0.010), controles TT y
sujetos con PC mas con AOS CT (p= 0.001), controles CC e individuos con PC mas AOS
TT (p=0.013) (figura 14).
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Figura 14. Niveles de IL-13 ¢.-31 segun genotipo y fenotipo en individuos casos
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4.4 Frecuencias alélicas y genotipicas en IL-1B8 c.G4654A

Se ha identificado una nueva variante de nucleétido Unico en la localizacion
chr2:112837128 corriente arriba en el extremo 5 del gen IL-1B, el cual consiste en una
transicion G>A en el transcrito NG_008851.1 en sentido 3'-5° o C>T en el transcrito
GRCh38.p13 (NC_000002.12) en sentido 5-3".

Las frecuencias alélicas de IL-1B c.G4654A se mantuvieron en equilibrio de Hardy-

Weinberg (p>0.05). En adicidn, presentaron diferencias estadisticamente significativas
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entre el grupo de casos y controles (p=0.02), donde el alelo A presentd un efecto protector
(OR: 0.31 (0.11-0.82)). El alelo IL-1B c.4654A se observo en un 15% de los casos (tabla
11).

Tabla 11. Frecuencias alélicas en IL-1B3 ¢.G4654A

Gen Total Casos Controles p-valor® OR
sujetos (IC 95%)
n % n % n %
IL1B 4654 G/A 108
G 194 90 88 85 106 95 ., 1.00
A 22 10 16 15 6 5 0.02714 0.31(0.11-0.82)
Equilibrio HW 0.58 1
IL1B-511C/T 98
rs16944
C 110 56 45 44 65 69 ., 1.00
T 86 44 57 56 29 31 0.00071 2.83 (1.57-5.10)
Equilibrio HW <0.0001 <0.0001
IL1B-31T/C 102
rs1143627
T 137 67 60 57 77 79 ., 100
C 67 33 46 43 21 21 0.00142 2.81 (1.51-5.20)
Equilibrio HW 0.00078 <0.0001

*Test X2 con correccion de continuidad de Yates (X2= 4.8819, gl= 1; X2=11.451, gl=1;
X2=10.168, gl= 1)
*p-valor <0.05

Dada esta asociacion, se realizé un analisis comparativo entre los subgrupos de casos y
controles, donde el efecto protector del alelo alelo IL-1B ¢.4654A se observé en el subgrupo
de individuos con periodontitis crénica (p=0.02, OR 0.22 (0.06-0.7)), ademas, se obtuvo
una tendencia a la significancia del efecto protector de este alelo en sujetos con PC mas
AOS (p= 0.05, OR (0.29 (0.09-0.94)) (tabla 13). El alelo protector fue mas frecuente en
sujetos con PC (20%) y en individuos con PC mas AOS (16%) (tabla 12).
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Tabla 12. Frecuencias alélicas en IL-1B ¢c.G4654A segun discriminacion de casos

Gen Total Casos Controles

sujetos

PC AOS PC + AOS

n % n % n % n % n %
IL1B c.4654 108
G/A
G 194 90 24 80 27 90 37 84 106 95
A 22 10 6 20 3 10 7 16 6 5
IL1B -511 C/T
rs16944 98
C 110 56 19 68 12 40 14 32 65 69
T 86 4 9 32 18 60 30 68 29 31
IL1B -31T/C
rs1143627 102
T 137 67 25 83 16 50 19 43 77 79
C 67 33 5 17 16 50 25 57 21 21

Tabla 13. Comparacién Intergrupo de frecuencias alélicas IL-1B ¢.G4654A segun
discriminacion de casos

Subgrupos de casos Controles OR IC 95%
IL1B G4654A PC 0.028** 0.22 0.06-0.7
IL1B G4654A AOS 0.399° 0.5 0.11-2.1
IL1B G4654A PC + AOS  0.05° 0.29 0.09-0.94

*Test X? con correccion de continuidad de Yates
°Test exacto de Fisher
*p-valor <0.05

La distribucion de genotipos provenientes de los alelos IL-1B ¢.4654G y IL-1B c.4654A fue
estadisticamente diferente entre casos y controles (p= 0.01). La frecuencia de individuos
con una copia del SNV IL-1B ¢.4654A en su genotipo fue del 31% en sujetos casos. El
genotipo mas frecuente en el grupo de casos y controles fue el homocigoto wildtype en un

69 y 89%, respectivamente (tabla 14).
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Al comparar cada subgrupo de casos con los controles se evidencié diferencia
estadisticamente significativa en la distribucién de genotipos en sujetos con PC (p= 0.02),
donde la presencia de al menos una copia del alelo IL-18 ¢.4654A presentaba un efecto
protector (OR 0.18 (0.04-0.68)). De igual forma, se observé una tendencia a la significancia
de la frecuencia genotipica de este SNV en el subgrupo de individuos con PC mas AOS
con un efecto protector (p=0.055, OR 0.25 (0.07-0.88)) (tabla 16). El genotipo heterocigoto

GA presentd mayor frecuencia en sujetos con PC (tabla 15).

Tabla 14. Frecuencias genotipicas en IL-1B ¢.G4654A

Gen Total Casos Controles p-valor
sujetos

n % n % n %
IL1B c.4654 G/A 108
GG 86 80 36 69 50 89
GA 22 20 16 31 6 11 0.0156°*
AA 0 0 0 0 0 0
IL1B-511C/T
rs16944 98
TT 35 36 24 47 11 23
TC 16 16 9 18 7 15 0.0234"
CcC 47 48 18 35 29 62
IL1B-31T/C
rs1143627 102
CcC 24 24 16 30 8 16
CT 19 19 14 26 5 10 0.0080*
TT 59 58 23 43 36 73

*Test X2 con correccion de continuidad de Yates (X2= 7.5023, gl= 2; X2=9.6522, gl= 2)
°Test exacto de Fisher
*p-valor <0.05
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Tabla 15. Frecuencias genotipicas en IL-1B ¢.G4654A segun discriminacion de casos

Gen Total Casos Controles

sujetos

PC AOS PC + AOS

n % n % n % n % n %
IL1B c.4654
G/A 108
GG 86 80 9 60 12 80 15 68 50 89
GA 22 20 6 40 3 20 7 32 6 11
AA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IL1B -511
C/Trs16944 98
TT 35 36 4 29 8 53 12 55 11 23
TC 16 16 1 7 2 13 6 27 7 15
CC 47 48 9 64 5 34 4 18 29 62
IL1B -31T/C
rs1143627 102
CcC 24 23 1 7 7 44 8 36 8 16
CT 19 19 3 20 2 12 9 41 5 10
TT 59 58 11 73 7 44 5 23 36 73

Tabla 16. Comparacion Intergrupo de frecuencias genotipicas IL-18 ¢c.G4654A segun
discriminacién de casos

Subgrupos de casos  Controles OR IC 95%

IL1B G4654A PC 0.021* 0.18 0.04-0.68
IL1B G4654A AOS 0.387° 0.48 0.10-2.2
IL1B G4654A PC + 0.055** 0.25 0.07-0.88
AOS

*Test X2 con correccion de continuidad de Yates
°Test exacto de Fisher
*p-valor <0.05
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4.5 Niveles de proteinas IL-18 c.G4654A segun genotipo
y fenotipo

Al comparar los niveles de proteina IL-13 entre los individuos teniendo en cuenta los
genotipos conformados por los alelos G y A, se observé una amplia distribucion y mayor
mediana de estos niveles en el genotipo homocigoto wildtype (figura 15).

Figura 15. Niveles de IL-1B ¢.G4654A segun genotipo en individuos casos

Niveles de Interlequina 1R segun genotipo
250

200

IL-1R (pg/mi)

100 7 = P ‘

IL1B-31CC IL1B-31TT IL1B-511TC IL1B c.4654 GA
IL1B-31CT IL1B-511CC IL1B-5117TT IL1B c.4654 GG
Genotipos

Comparando los niveles de proteina IL-1B de cada fenotipo segun el genotipo IL1B
c.4654G>A se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p= 2.2e-16). Este
hallazgo estadistico con valor de significancia ajustado se obtuvo entre los niveles de
proteina en individuos del grupo control con genotipo homocigoto GG y sujetos
homocigotos GG con PC (p= 0.04). De igual forma, las siguientes comparaciones sin
valores p ajustados fueron significativos: controles GG y AOS GG (p-valor 0.043), AOS GA
e individuos con PC mas AOS GA (p=: 0.027), controles GG y PC mas AOS GA
(p=:0.012), AOS GA y PC mas AOS c.GG (p= 0.035), controles GG y PC mas AOS GG
(p=0.0042), AOS GA 'y PC GG (p=: 0.018) (figura 16).
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Figura

16. Niveles de IL-1B c.G4654A segun genotipo y fenotipo en individuos casos
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5.Discusioén

Tanto la enfermedad periodontal como la apnea obstructiva del suefio comparten una
naturaleza inflamatoria subyacente, lo cual ha conllevado al surgimiento de hip6tesis sobre
una posible asociacion entre ambas patologias. A pesar de ello, existe poca evidencia que
expligue esta probable asociacion. Los mecanismos fisiopatolégicos, relacion causa-
efecto, o dosis-respuesta aun no han sido elucidados(132). Al-Jewair y Cols (2015),
Tremblay y Cols (2017), y Lembo D y Cols (2021), recopilaron la evidencia cientifica
disponible sobre la asociacion de estas entidades patolégicas para realizar una revision
sisteméatica y un metaanalisis, concluyendo que eran necesarios mas estudios de casos y
controles acerca de este topico para clarificar la relacion entre periodontitis crénica y apnea
obstructiva del suefio(7,15). Hasta la fecha, no existen investigaciones reportadas sobre
los mecanismos moleculares convergentes que subyacen el proceso fisiopatolégico en
individuos con presencia de ambas patologias y mucho menos, no son conocidas las
causas genéticas implicadas en la desregulaciébn de vias moleculares que puedan
conllevar al desarrollo de estos fenotipos inflamatorios de forma concomitante. Por esta
razon, el objetivo de la presente investigacion fue determinar variantes de nucleétido Gnico
en la region promotora de los genes IL-1B ¢.-511C>T, c.-31T>C; TNF-a c.-308G>A; IL-6
€.-572G>C, ¢.-174C>G, y evaluar su expresion a través de la medicién de los niveles de
estas citoquinas proinflamatorias en saliva en los fenotipos de apnea obstructiva del suefio

y periodontitis crénica para establecer un posible vinculo fenotipo-genotipo.

En la presente investigacion, se obtuvo que la distribucién de los alelos IL-18 ¢.-511T y
IL-1B c.-31C difiri6 entre ambos grupos de estudios (p-valor <0.05). El SNV IL-13 ¢.-511T
fue mas frecuente en casos (56%) que en controles (31%), especificamente en el subgrupo

de individuos con periodontitis cronica mas apnea obstructiva del suefio (68%). Lo cual es
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concordante con lo reportado por Kornman y Cols, quienes por primera vez en 1997
reportaron la relacion entre el SNV rs16944 y la susceptibilidad a periodontitis crénica en
individuos con ascendencia europea(22). En adicién, el presente hallazgo es coincidente
con lo obtenido por Trevilatto P. y Cols (2011), quien reporté una mayor prevalencia del
alelo T en sujetos brasileros con periodontitis crénica (52%), y diferencias significativas
entre un subgrupo de casos afroamericanos y mulatos (84%) y el grupo control. A pesar
de ello, no existio asociacion significativa de este SNV con el fenotipo estudiado al evaluar
la totalidad de los sujetos de estudio(133). Huang HY y Cols (2004) reportaron un
incremento significativo de la frecuencia de este SNV en pacientes con periodontitis crénica

severa respecto a sujetos sanos periodontalmente(134).

El genotipo homocigoto IL-1p ¢.-511TT y heterocigoto presentaron mayor frecuencia en
sujetos casos en un 47 y 18%, respectivamente. La prevalencia fue mayor en sujetos
diagnosticados con periodontitis crénica mas apnea obstructiva del suefio (55%). Este
hallazgo es consistente con las frecuencias genotipicas de algunos estudios en otras
poblaciones, tal como en China, donde se reporté una mayor frecuencia del genotipo TT

en una muestra de individuos con periodontitis crénica (37%)(134).

El SNV IL-1B ¢.-511C>T incrementa el riesgo de desarrollar periodontitis crénica y apnea
obstructiva del suefio de forma simultanea (p-valor 0.000079, OR 4.8 (2.2 -10.3)), y la
presencia de dos alelos duplica el riesgo en aproximadamente ocho veces mas (p-valor
0.0002, OR 7.9 (2.09-29.8)), siendo consistente con lo reportado por Trevilatto P. y Cols
(2011), quienes sugirieron la variante rs16944 como un indicador de riesgo para
periodontitis crénica en brasileros (OR 18 (1.37 -2350.69))(133). Huang HY y Cols (2004),
reportaron que este alelo se comportaba como de riesgo para periodontitis cronica en una
muestra de individuos de Sichuan, China (OR 2.48 (1.71 -3.59))(134). En contraste,
Tanaka K y Cols (2014) reportaron que mujeres japonesas con genotipo heterocigoto
presentaban una significativa reduccién en el riesgo de desarrollar PC (OR 0.82 (0.41-
1.66)), mientras que el genotipo homocigoto no fue frecuente(135). Schulz y Cols (2011),

evaluaron individuos caucasicos con PC en Alemania y no evidenciaron relacién con la
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variante rs1694(136). Ribeiro y Cols (2016) analizaron cuarenta y cinco individuos en
Brasil, reportando que el genotipo homocigoto TT presentaba un efecto protector (OR 0.85
(0.24-3.06)) y una copia de este alelo podria comportarse como de riesgo (OR 1.38 (0.50—
3.80))(137). Dominguez-Pérez RA y Cols (2017), en una muestra de 280 mexicanos (80
sujetos con PC) reportaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion del
SNV rs16944 en estado heterocigoto entre el grupo de sujetos con periodontitis crénica y

controles, disminuyendo el riesgo de padecer este fenotipo (OR 0.24 (0.10 -0.55))(138).

Revisiones sistematicas y metaanalisis sobre IL1B c.-511C>T (rs16944) y periodontitis
cronica, reportan que el desarrollo de PC no se asocia con esta variante, excepto en
poblacién caucasica, donde una significancia estadistica débil (insuficiente poder
estadistico) en un modelo recesivo fue detectada (p-valor 0.037)(139). Por otro lado, Wang
HF y Cols (2017), indicaron que este alelo podria ser un indicador genético de alto riesgo
para susceptibilidad de periodontitis crénica en poblacién china (OR 1.48 (1.19-
1.85))(111). Liu X y Cols (2022), concluyeron que IL-13 ¢.-511C>T presentd una fuerte
asociacion con el riesgo de periodontitis, y que este gen es un notable biomarcador en el
riesgo de esta patologia(140).

Basados en que otras variantes en IL-13 en el loci 154, 468, -3954 han sido asociadas con
contribuir en la incidencia de AOS, posiblemente alterando la expresién de la proteina
IL-1B y aumentando su sintesis(18,141), y que los SNVs IL1B ¢.-511C>T y ¢.-31T>C han
sido estudiados y relacionados en enfermedad periodontal crénica y agresiva, este es el
primer estudio que indagé la relacién de estos alelos y el riesgo de susceptibilidad con
apnea obstructiva del suefio, evidenciando una relacion estadisticamente significativa (p-
valor 0.008 y 0.004, respectivamente) y un incremento de 3 veces el riesgo de
susceptibilidad de desarrollar este fenotipo ante la presencia de los alelos IL1B ¢.-511T y
c.-31C (OR 3.36 (1.4-7.8), OR 3.6 (1.5-8.5), respectivamente).

El SNV IL-1B c.-31C fue mas frecuente en sujetos casos (43%) que en controles (21%)
con diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p-valor 0.001). Siendo

mas prevalente en individuos con fenotipo de periodontitis cronica mas apnea obstructiva
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del suefio (57%), seguido de sujetos con apnea obstructiva del suefio (50%). El genotipo
homocigoto c¢.-31CC (30%) y heterocigoto (26%) fueron mas frecuentes en casos que en
controles (p-valor 0.008), especificamente en mayor nimero de sujetos con PC mas AOS.
En concordancia con lo reportado por Majumder P. y Cols (2019), quienes en su estudio
de casos y controles analizaron 357 sujetos en India, obteniendo en un 48%, la mayor
distribucién alélica en sujetos con periodontitis cronica. Sin embargo, el genotipo CCy CT
fue mayor en controles, 40.5 y 49%, respectivamente(142). En contraste, Komatsu y Cols
(2008), no reportaron diferencias estadisticamente significativas del alelo c.-31C entre
sujetos japoneses con PC y controles, a pesar de ello, este SNV estuvo presente en 47%
de los casos(143). En esta misma tendencia, Kobayashi T y Cols (2009), obtuvieron una
mayor prevalencia del alelo C en sujetos controles (51.9%). Sin embargo, el genotipo
homocigoto CC fue mas prevalente en individuos con periodontitis cronica y otra patologia
inflamatoria sistémica, y el genotipo CT mayor en sujetos con PC (50.8%)(144).

La variante IL-1B ¢.-31T>C incrementa aproximadamente 5 veces el riesgo de desarrollar
periodontitis crénica mas apnea obstructiva del suefio (p-valor 0.00007, OR 4.8 (2.2 -10.4)),
mientras que su estado homocigoto adiciona un mayor riesgo, siendo este de 7 veces
mayor susceptibilidad (p-valor 0.0001, OR 7.2 (1.8 -27.9)). Estos hallazgos corresponden
con los estudios realizados por Kobayashi T y Cols (2009)(66), Shete y Cols (2010)(145) y
Amirisetty y Cols (2014)(146), en sus estudios realizados en Japon, sur y norte de la India,
quienes reportaron un incremento del riesgo de periodontitis cronica conferido por el alelo
C (OR 1.13 (0.78-1.64); OR 1.12 (0.64-1.92); OR 1.18 (0.57-2.46)). Por el contrario,
Komatsu y Cols (2008), reportaron un efecto protector (OR 0.9 (0.62-1.31))(143). Huang
W. y Cols (2017), Brodzikowska A. y Cols (2019) realizaron un metaandlisis donde
evaluaban el rs1143627 y la susceptibilidad a PC, concluyendo que tal relacién no estaba
dada en la evidencia analizada; pero no era determinante debido que eran necesarios
mayores estudios poblacionales con diversidad étnica(147,148). Es importante destacar
gue la mayoria de los anteriores estudios contrastados no obtuvieron asociaciones
estadisticamente significativas, lo cual evidencia que realmente no tuvieron suficiente
poder estadistico de rechazar la hipotesis nula de no asociacién de esta variante y

periodontitis crénica.
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A pesar de que el SNV TNF- a ¢.-308G>A ha sido asociado con incrementar el riesgo de
desarrollo de periodontitis cronica(149) y apnea obstructiva del suefio(150), en el presente
estudio el alelo A present6 una baja distribucion en sujetos casos (11%), siendo mayor el
alelo G (89%), por lo cual el efecto del SNV fue protector (OR 0.53 (0.18-1.55)), sin valor
estadistico de significancia entre casos y controles (p-valor 0.3632). A pesar de ello, este
resultado es congruente con otro hallazgo reportado en Latinoamérica, Becerra-Ruiz JS y
Cols (2021) analizaron la variante TNF- a ¢.-308 en 171 sujetos mexicanos con gingivitis,
de igual forma el alelo G fue mayor en individuos casos (72.7%) y el alelo A se comport6
como protector (p-valor 0.02, OR 0.5 (0.27-0.90)). La gingivitis es la patologia base que
puede progresar a periodontitis crénica, y su fisiopatologia es netamente inflamatoria(151),
por ello es equiparable su comparacion. Azab E y Cols (2022), no obtuvieron correlacion

entre esta variante y susceptibilidad a periodontitis cronica(152).

Acorde al metaandlisis realizado por Shi LX y Cols (2020) sobre TNF- a ¢.-308G>A vy
periodontitis crénica, la mayoria de los estudios han sido realizados en poblacién caucéasica
y asiatica, y muy pocos en poblacién latina, especialmente en México y Brasil, concluyendo
gue TNF- a rs1800629 no presentaba un efecto de riesgo en caucasicos, pero si se
asociaba a PC en individuos asiaticos(153). En relacién con los estudios realizados en
Latinoamérica; Trombone AP y Cols (2009)(154), Moreira PR y Cols (2009)(155), Menezes
NG y Cols (2008)(156), realizados en poblacién brasilera, y Dominguez-Pérez RA y Cols
(2017)(138) en México, reportaron mayor prevalencia del alelo G en periodontitis cronica y
no asociaciéon estadistica con el grupo de casos. Respecto a metaanalisis en TNF- a c.-
308G>A y apnea obstructiva del suefio, los estudios han sido realizados en poblacion
europea Yy asiatica. Huang J y Cols (2012), reportaron que individuos con el alelo A
presentaban dos veces mas riesgo de presentar AOS que sujetos controles homocigotos
GG (p-valor 0.003 OR 2.0 (1.26-3.18))(157), similar a lo evidenciado por Wu Y y Cols
(2014), donde el riesgo que aportaba el SNV en la susceptibilidad de AOS era de
aproximadamente dos veces (OR 1.67 (1.43-1.95))(158).

Estos hallazgos demuestran que existe una variabilidad en las frecuencias alélicas y
genotipicas entre distintos grupos poblacionales, y consigo diferencias en la

direccionalidad del efecto en relacion con periodontitis crénica y apnea obstructiva del
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suefio, que en el caso de este estudio podemos hipotetizar que el SNV TNF- a ¢.-308G>A
no se asocia con el desarrollo de estos fenotipos inflamatorios o simplemente presenta un

efecto protector.

Biomarcadores salivares para periodontitis crénica podrian aportar en la valoracion del
riesgo o la presencia de esta misma. El analisis de marcadores inflamatorios en saliva,
como las citoquinas, se basa en la idea de que este fluido biol6gico contiene altos niveles
de citoquinas que puede implicar la presencia de periodontitis(159). De igual forma, los
niveles de citoquinas influencian el estado de suefio; en la reduccion y fragmentacion del
suefio se evidencia un aumento de diferentes marcadores inflamatorios(160). En nifios y
adultos con AOS, se ha observado un aumento de citoquinas proinflamatorias, que a su
vez activan vias proinflamatorias a través del factor de transcripcion nuclear NFkB (161).
Charles Tremblay (2016), reportdé una posible asociacién entre periodontitis y apnea
obstructiva del suefio a través de marcadores inflamatorios en saliva y plasma(7). Sin
embargo, la influencia de diferentes genotipos en los genes de interleuquinas respecto a
la produccién de citoquinas, no se encuentra completamente elucidado(26). En el presente
estudio, se observd una mayor distribucién y mediana de los niveles de proteinas en
sujetos con genotipos TNF- a ¢.-308GG; IL-1B ¢.-31TC y ¢.-511CT,; IL-6 ¢.-572GG. Seguln
la estratificacion por fenotipo, se obtuvo que sujetos con periodontitis crénica mas apnea
obstructiva del suefio con el SNV en estado homocigoto IL-1B ¢.-511TT, presentaron
mayores niveles de citoquinas IL-1B que aquellos sujetos controles con genotipo silvestre
€.-511CC (p-valor 0.011). En adicién, la presencia del alelo T en homocigosis puede ser
uno de los factores predisponentes para desarrollar PC mas AOS dentro de la
multifactoriedad de estos fenotipos, se obtuvo que sujetos con estas patologias
presentaron mayores niveles de proteina IL-1B que aquellos sujetos controles con este
mismo genotipo, lo cual da un indicio de susceptibilidad de sujetos controles de poder
desarrollar estas entidades inflamatorias. Lacoviello L y Cols (2005) destacaron que
variantes en la regiébn promotora de este gen, tal como rs16944, estan posiblemente
asociadas a la regulacion de los niveles de IL-13(162) . Estos hallazgos coinciden con los
resultados de Chen H y Cols (2006) quienes reportaron que las mayores secreciones de

IL-1B fueron correlacionadas con el genotipo ¢.-511TT(163). Respecto a IL1B ¢.-31T>C,
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obtuvimos que sujetos controles homocigotos TT presentaron niveles inferiores de proteina
IL-18 que sujetos heterocigotos con fenotipo de periodontitis cronica mas apnea
obstructiva del suefio (p-valor 0.001). Se destaca que la presencia del alelo C puede
influenciar en el incremento de la susceptibilidad de desarrollar PC mas AOS y periodontitis
crénica de manera aislada, teniendo en cuenta que sujetos controles homocigotos TT
presentaron una mayor distribucion de los niveles de esta proteina que los controles CC,
y que sujetos casos (PC, PC + AQOS) con este mismo genotipo TT, y heterocigotos
presentaron estas patologias, lo cual puede dar un indicio a su susceptibilidad. Hall SK y
Cols (2004), reportaron que el alelo c.-511T y c-31C estuvieron significativamente
asociados en aumentar la sintesis de proteina IL-13(164). En relacién con la apnea
obstructiva del suefio, no evidenciamos asociacion con los niveles de proteina IL-1f3. De
igual forma, Nizam y Cols en 2014 no evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre sujetos con AOS y controles en la concentracion de varias citoquinas,
entre ellas IL-13(124).

En nuestro estudio, los niveles de proteina TNF- a presentaron diferencias significativas
entre controles TNF- a c.-308GG y sujetos con PC + AOS ¢.-308GG, y controles ¢.-308GG
con PC ¢.-308GG, esto fue debido a que los niveles de proteinas fueron mas elevados y
presentaron una mayor distribucién en controles en comparacion a los pocos casos

detectados con presencia del SNV.

Dentro de los hallazgos de esta investigacion fue identificada una nueva variante que no
ha sido reportada en bases de datos genéticas poblacionales. Se localiza en
chr2:112837128 corriente arriba en el extremo 5 del gen IL-1B, la cual consiste en una
transicion G>A en el transcrito NG_008851.1 en sentido 3-5" o C>T en el transcrito
GRCh38.p13 (NC_000002.12) en sentido 5°-3". La distribucién alélica fue diferente entre
casos y controles (p-valor 0.02), donde el alelo A se present6 en un 15% de los casos. En
cuanto a la estimacion de su efecto, se observd que se comportaba como protector (OR
0.31 (0.11 -0.82)), especialmente en el subgrupo de sujetos con periodontitis crénica
(p-valor 0.028, OR 0.22 (0.06 -0.7)), presentandose este mismo efecto en individuos con
periodontitis cronica mas apnea obstructiva del suefio (OR 0.29 (0.09 -0.94)). Sin embargo,

esta Ultima relacion presentd una tendencia a la significancia (p-valor 0.05). Se realiz6 un
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analisis funcional de esta variante a través de su cuantificacion de proteinas IL-183, y se
observé gue no hubo diferencias entre sujetos controles homocigotos silvestres y sujetos
controles con la presencia de un alelo A. De igual forma entre individuos controles GA y
heterocigotos con AOS, PC y PC + AOS, lo cual nos indicaria que ante la presencia de
este alelo no se incrementan significativamente los niveles de esta citoquina, y por ende la

susceptibilidad a presentar estas patologia inflamatorias es escasa.

Las limitaciones del presente estudio se centran en los pocos datos obtenidos de la
genotipificacion de los marcadores IL-6 ¢.-174C>G (rs1800795) y ¢.-572G>C (rs1800796),
debido a dificultades en la interpretacion de los cromatogramas de las secuencias Sanger
dado por el sobrelapamiento de las sefiales en una misma posicién, lo cual sucedié por el
deslizamiento de la DNA polimerasa en secuencias repetitivas de gran extensién(165),
propias de la secuencia del fragmento a analizar en este gen. En adicion, se obtuvieron
pocos datos de cuantificacion de esta citoquina en saliva. Por otro lado, los SNVs IL-13
rs16944 y rs1143627 en controles no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg. No
se dispone de datos sobre la distribucion étnica y demogréafica de los participantes que
pueda explicar este fendmeno, sin embargo se puede atribuir una cierta influencia del
porcentaje de heterocigotos y del tamafio muestral. Se recomiendan mas estudios en
diferentes poblaciones con un tamafio muestral mayor, que permitan confirmar estas
asociaciones y aquellas asociaciones estadisticas que estuvieron proximas a ser

significativas.

La evidencia sobre mediadores inflamatorios que desempefian un rol en la patogénesis de
apnea obstructiva del suefio y periodontitis cronica, y el hecho que comparten factores de
riesgo, sugiere una posible asociacién entre ellas que se ha hipotetizado ser
bidireccional(15). Basados en los presentes resultados con una perspectiva genética-
molecular, la presencia de los SNVs IL-1B8 c.-511T y c.-31C podria aumentar la
susceptibilidad de aparicion de una de estas patologias como punto de partida para
aumentar los niveles de citoquinas proinflamatorias y por ende incrementar el riesgo de

desarrollo de la segunda patologia, es necesario un estudio de tipo longitudinal para
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conocer cual patologia tendria mayores probabilidades de aparecer primero y condicionar
a la otra. Ademas de conocer el rol de la interlequina(lL)- 1B en la posible asociacién de
EP y AOS, esta citoquina podria ser un potencial target terapéutico contra estas patologias
inflamatorias(166).
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6. Conclusiéon

Las variantes en la regién promotora de IL-1B ¢.-511T (rs16944) y c.-31C (rs1143627) se
han asociado al riesgo de periodontitis crénica mas apnea obstructiva del suefio, y
rs1143627 con apnea obstructiva mediante el incremento de la proteina proinflamatoria
IL-1B . En contraste, la nueva variante identificada IL-18 ¢.G4654A ha presentado un efecto

protector ante estas enfermedades.

7. Recomendaciones

Son necesarios mas estudios en diferentes poblaciones con un tamafio muestral mayor,
gue permitan confirmar las asociaciones obtenidas y aquellas asociaciones estadisticas
gue estuvieron proximas a ser significativas. De igual forma es relevante la realizacion de
un estudio de tipo longitudinal para conocer cual enfermedad tendria mayores

probabilidades de aparecer primero y condicionar a la otra.
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Anexo 1. Consentimiento informado

Pontificia Universidad Javeriana
Facultad de Cdontologia

CONSENTIMIENTO INFORMADO ADULTOS

TITULO DEL PROYECTO: Caracterizacién de la Microbiota oral asociada a Apnea
Obstructiva del Suefio en pacientes con periodontitis

INVESTIGADORES: Juliana Velosa, Catalina Latorre, Francina Escobar, Mayra Téllez,
Patricia Hidalgo, Liliana Otero.

FECHA:

Usted esta siendo invitado a participar en el proyecto de investigacion titulado:
Caracterizacion de la Microbiota oral asociada a apnea obstructiva del sueiio en
pacientes con periodontitis. Si usted decide paricipar en este estudio, por favor firme
este consentimiento informado. Su firma quiere decir que se la ha explicado y ha
entendido en qué consiste su participacion en el estudio y sus posibles riesgos,
incomodidades o molestias.

Esta investigacion, se realizara en la facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad
Javeriana, y esta aprobada por el Centro de Investigaciones Odontologicas y por el comité
de ética en investigacién de la Facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad
Javeriana.

Es importante que usted sepa este procedimiento representa un riesgo minimo para su
salud, segun resolucion 008430 de 1993, del ministerio de salud. Usted recibira las
indicaciones pertinentes que lo orientaran en el manejo de la enfermedad periodontal.

El objetivo de este estudio es Identificar si existen factores microbiologicos relacionados
con el desarrollo de su enfermedad periodontal y de la apnea del suefio.

El estudio en el que esta siendo invitado a participar consiste en: 1. tomar una muestra de
su saliva recolectada con enjuagues bucales. 2. Tomar una muestra del liquido presente
en las bolsas periodontales presentes en sus dientes. 3. Tomar una muestra de la placa
bacteriana adherida a sus dientes.

Su muestra de saliva obtenida del procedimiento sera procesada para detemminar los
microorganismos presentes en su saliva. El excedente de la muestra de saliva sera
almacenado solamente si es necesario corregir o ampliar los resultados de este estudio.

Las muestras de saliva, bolsa pericdontal y placa de la lengua seran utilizadas para
determinar los microorganismos presentes en su cavidad oral y después seran
desechadas.

Usted puede decidir no participar en la investigacién si no lo desea o retirarse en cualguier
momento y esta decision no perjudicara la relacion con el odontélogo o médico tratante,
quien continuarad con el tratamiento pertinente. No habrd ningudn costo adicional para
usted por participar en el estudio y no interrumpira con su atencion en salud usual.

Los datos de este estudio seran publicados en congresos acadéemicos en medicina del
suefio, periodoncia y microbiologia y revistas cientificas especializadas en Periodoncia y
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Medicina del suefio. La informacion publicada no incluira su nombre o cualquier ofra forma
de identificacion. Su historia clinica podra ser consultada por el investigador para el
estudio.

La informacidn obtenida en este estudio, podra ayudar en un futuro a buscar herramientas
que detecten fempranamente la enfermedad periodontal v la apnea del suefio, o para
disefiar formas de prevencion de estas patologias.

Usted puede hablar con los investigadores en cualguier momento y hacer cualquier
pregunta que tenga en relacion con el estudio dirigiendose a los investigadores: Patricia
Hidalgo Martinez (phidalgo@husi.org.co), Mayra Téllez Corral (tellezm@javeriana.edu.co),
al teléfono 3208320 en las extensiones 2899, a la secretaria técnica del Comité de Etica
en Investigacion de la Facultad de Odonfologia de la Pentificia Universidad Javeriana:
Dra. Maddy Ruiz, tel: 3004004387. maddy ruiz@javeriana.edu.co, a la secretaria a la
secretaria tecnica del Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Javeriana: Maria Margarita Manrique  Andrade
mmmanriqgue@husiorg.co, a la secretaria administrativa del Comité de Etica en
Investigacion de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Javeriana:
meafricano@husiorg.co o al Decano de la Facultad de Medicina de la Pontificia
Universidad Javeriana: ciei@husi.org.co

Yo identificado con ___ ndmero
declaro que

Me han dado una copia de este consentimiento informado.

Me ha sido dada la oportunidad de hacer todas las preguntas sobre la investigacion
y estas han sido respondidas.

He entendido perfectamente cuales son los procedimientos que me van a ser
practicades durante la investigacion y estoy de acuerdo con someterme a ellos.
Estoy de acuerdo con participar en el estudio.

Autorizo que los resultados obtenidos del presente estudio sean publicados.

DATOS DEL PARTICIPANTE

Nombre C.C No.

Teléfono: Firma

DATOS DE LOS TESTIGOS

Nombre C.C No.
Teléfono: Firma

Parentesco con el paciente:

Nombre C.C No.

Teléfono: Firma




Parentesco con el paciente:

DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Nombre: C.C No...

Telefono: Firma

Juliana Velosa: juliana.velosa@ijaveriana.edu.co
Catalina Latorre:latorre.catalina@gmaijl.com
Francina Escobar: francinaescobar@vahoo.es
Mayra Tellez: tellezm@javeriana.edu.co
Liliana Otero: lotero@javeriana.edu.cao

Patricia Hidalgo: phidalgo@husi.org.co
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