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RESUMEN

La prevalencia en México de periodontitis en adultos es del 67%. La frecuencia es mayor en los sujetos de 40-49 años, existe una relación de la edad y la enfermedad periodontal comparando sujetos sanos y enfermos de 60-90 años, el 90% presentan periodontitis (Rojo, BN., et al .,2011).

La implementación como marcador de susceptibilidad para el desarrollo de periodontitis, del polimorfismo  G954C  de la sintasa inducible de óxido nítrico en pacientes con esta patología, puede considerarse una herramienta muy importante debido a que  la periodontitis es una de las enfermedades inflamatorias  con más alta incidencia en el mundo (Coussens LM et al., 2002; Berasain C et al., 2009), por lo que es de gran relevancia determinar la asociación de este polimorfismo en la periodontitis y de esta manera contribuir al mejoramiento del tratamiento y evolución del paciente.
1. INTRODUCCIÓN

 Las enfermedades periodontales son el resultado de interacciones entre las especies microbianas específicas subgingivales y el huésped susceptible, que conduce a la liberación de mediadores inflamatorios que participan en la destrucción del tejido (Teles R.P, et al,.2010). El inicio y progresión de las enfermedades periodontales están influidos por una serie de factores locales y sistémicos (Rioboo CM et al.,  2005). 
Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad multifactorial que ocasiona la destrucción de los tejidos de soporte del diente, el grado de destrucción difiere ampliamente entre las distintas formas de esta enfermedad (ejem. periodontitis agresiva y periodontitis crónica), (Armitage GC.,1999). 

La periodontitis crónica es la más común de las formas de periodontitis, es más frecuente en la edad adulta, aunque puede manifestarse en adolescentes y niños (Armitage GC.,1999), clínicamente se caracteriza por la presencia de cálculo gingival, bolsas periodontales y pérdida de inserción al sondeo, destrucción de hueso alveolar y movilidad dentaria, con una mayor frecuencia de destrucción en los sitios interdentales (Shikawa I., 2007). El volumen de destrucción está en concordancia con la presencia de factores locales. (Armitage GC.,1999)
La periodontitis agresiva se presenta en  pacientes  clínicamente sanos, con pérdida de inserción rápida y agregación  familiar. (Mombelli A, et al,.2002). El volumen de los depósitos microbianos no corresponden con la gravedad de la destrucción de tejido periodontal, se encuentran proporciones elevadas de bacterias gram negativas como Aggregatibacter actinomycetemcomitans y algunas poblaciones de Porphyromonas gingivalis, anormalidades en fagocitos, niveles elevados de prostaglandina E2 e interleucina 1β, así como Prevotella intermedia las cuales estimulan  los macrófagos para generar citocinas pro-inflamatorias como IL-1 y TNF-alfa, además de moléculas como el óxido nítrico (NO) (Skaleric U., 2006; Abbas AK et al., 2004), que conducen a la destrucción progresiva del ligamento periodontal y el hueso alveolar ( Newma MG., 2005). La progresión de la pérdida de inserción y ósea puede ser autolimitante (Armitage GC.,1999).

Óxido  nítrico

El óxido nítrico (NO), es un radical libre altamente reactivo,  desempeña un papel importante como mediador de diversas funciones celulares en una variedad de tipos de células, y es un efector de citotoxicidad en la muerte de macrófagos (Fox y Chow, 1998) 

Gu¨llu¨et al., sugirieron que el aumento en los niveles de producción de NO por los macrófagos y neutrófilos a través de la enzima iNOS puede conducir a la activación de las MMPs y a la reducción de inhibidores de MMPs  provocando la destrucción del tejido periodontal. (Gu¨ llu¨ C, et al, 2005).
Diversos polimorfismos han sido descritos en el gen iNOS, entre ellos está el polimorfismo G954C  que se localiza en la región del promotor del gen y está ligado a un incremento en la expresión enzimática que resulta de una elevada producción de NO (Cramer JP et al., 2004 ).
El objetivo del presente estudio fue asociar el polimorfismo G954C del gen iNOS en pacientes con periodontitis agresiva y crónica.
Material y Métodos: 
La muestra estuvo conformada por 47 sujetos captados de manera aleatoria que se dividieron en dos grupos. A todos los participantes en el estudio se les tomó muestra de sangre periférica por punción venosa (10ml). Las muestras de sangre se procesaron para la extracción de ADN por los métodos de Miller y Gustincich (Miller SA, et al.1988; Gustincich S, et al.1991).
Mediante reacción en cadena de la polimerasa, se amplificaron las regiones de interés, el producto amplificado se sometió a digestión con la enzima de restricción  Bsal.(Parik S. et al., 2004).  La identificación de alelos se realizó por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida y se tiñó con nitrato de plata, de tal manera que los genotipos se clasificaron de acuerdo al patrón de bandas presentes en el gel. (Lei H, et al., 2007).

Resultados: 

La frecuencia alélica del polimorfismo G954 → C del gen iNOS mostró una diferencia significativa entre el grupo de referencia y el grupo de pacientes con periodontitis (los pacientes con periodontitis agresiva y con periodontitis crónica). Todas las distribuciones genotípicas en el GR estuvieron en equilibrio Hardy-Weinberg. En contraste, las frecuencias genotípicas combinadas (GC + CC) entre el grupo de referencia y el grupo de pacientes con periodontitis (los pacientes con periodontitis agresiva y con periodontitis crónica) mostraron una diferencia estadística en el  límite  p = 0.05 (Cuadro 1).

	Cuadro 1. Distribución genotípica del polimorfismo G954C en pacientes con periodontitis (crónica y agresiva) y el grupo de referencia.



	Genotipos
	Grupo Referencia
(n=22)
	Periodontitis agresiva y crónica (n=25)
	OR
	IC (95%)

	Valor p


	
	 n          %
	 n              %
	    1

	GG
	15
	(68)
	10
	(40)
	

	GC
	5
	(23)
	9
	(36)
	1.91
	(0.53-6.94)
	0.32

	CC
	2
	(9)
	6
	(24)
	3.15
	(0.57-17.61)
	0.17

	GC+CC
	7
	(31)
	15
	(60)
	3.21
	(0.97-10.69)
	0.05

	Alelos 

	G
	35 
	(80) 
	29 
	(58) 
	0.36 
	(0.14-0.89) 
	0.029 

	C
	9 
	(20) 
	21 
	(42) 
	2.82 
	(1.12-7.09) 
	0.029 

	Prueba de Chi cuadrada, OR (odds ratio), IC (intervalos de confianza). 




Los pacientes con PC con el genotipo combinado GC + CC mostraron una diferencia estadística vs. grupo de referencia con genotipo GG (OR = 3.93 IC del 95% 0.86 a 18.59, p = 0.042) (Cuadro 2).
	    Cuadro  2. Comparación de genotípica entre periodontitis crónica y agresiva y el grupo de referencia. 

	Genotipo
	Grupo periodontitis crónica (n=17)
	Grupo periodontitis agresiva (n=8)
	Grupo referencia
(n= 22)

	GG
	6
	4
	15

	GC + CC
	11
	4
	7

	  Pacientes vs. Grupo de referencia

	OR
	3.93
	2.14
	

	IC 95%
	(1.029-15.00)
	(0.411-11.17)
	

	Valor P
	0.042*
	0.310
	

	


4.- Discusión y conclusiones. 
 Como se ha descrito en el metabolismo óseo y enfermedades inflamatorias, existe un desequilibrio entre el depósito y reabsorción de hueso, lo que causa la pérdida de la masa ósea asociada con la osteoporosis posmenopáusica, la enfermedad de Paget, la artritis reumatoide, y la enfermedad periodontal (Hukkanen., et al. 1995). La participación del óxido nítrico  y las sintasas de óxido nítrico, NOS en aposición y resorción ósea, es polémica. Por un lado, Fukada et al., y Ralston et al., observaron que la disminución en la producción de NO por iNOS provoca la resorción ósea (Fukada., et al  2008, Löwik., et al 1994), pero Löwik et al., por su parte, informaron que la iNOS inhibe la resorción ósea  (Löwik., et al. 1994). De manera contraria, Güncü et al., sugirieron que los altos niveles de expresión de  iNOS están relacionados con la destrucción periodontal (Güncü GN., 2009). 
En el presente estudio, los resultados en el grupo de referencia sugieren que el alelo silvestre está asociado más probablemente con un papel protector en la periodontitis, como se señaló en informes anteriores por Kun et al., Hobbs et al., y Burgner et al., en el que se encontró que el polimorfismo G954C de iNOS  confiere resistencia relativa a la malaria severa (Kun JF., et al 1998, Hobbs MR,et al 2002, Burgner D,. et al 2003). 

Por otro lado, la combinación genotípica (heterocigoto y homocigoto variante) GC+CC estuvo presente en el 60% del grupo de pacientes con periodontitis (incluyendo periodontitis crónica y agresiva) en comparación con el grupo de referencia. Lo que insinúa la posible participación de este polimorfismo en la patogénesis de la enfermedad.

Es interesante destacar que la participación de iNOS en los procesos inflamatorios y en el caso del presente estudio, en el desarrollo de la periodontitis en pacientes sistémicamente sanos es de relevancia.  Aunque  los resultados obtenidos estén en el límite, la participación de esta molécula y del polimorfismo G954C de iNOS  sugieren una importante implicación en las vías moleculares de desarrollo de la enfermedad, por lo que un mayor número de pacientes deberán ser incluidos en los estudios para fortalecer los resultados.
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