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Este trabajo se realizd en la clinica del programa de Especializacion en Periodoncia de la
Facultad de Odontologia y en el laboratorio de Biologia Celular del Centro de Investigaciones
Regionales Unidad Biomédica “Dr. Hideyo Noguchi” (CIR-B) de la UADY, bajo la direccién
del M.1.S. Victor Manuel Martinez Aguilar y la M. 1. N. E. Bertha Arelly Carrillo Avila .
Los resultados presentados, son parte del proyecto de investigacion “Deteccion del
polimorfismo TNF-alpha-308 G/A en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y/o
periodontitis cronica” con nimero de registro FODO-2017-0001 a través del PAIFO.
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DEFINICION DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica no transmisible que ha
incrementado su prevalencia en el mundo. En México, la prevalencia en 2016 fue de 9.4%,
la cual constituye una de las cifras més altas en el mundo. En la region sur del pais, de
acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2016), la prevalencia
de diabetes mellitus tipo 2 en adultos fue de 10.2 % (1).

La diabetes mellitus tipo 2 es una de las enfermedades crénicas degenerativas de
mayor interés en el &mbito de la salud pablica. En 2017, se indic6 por la FDI que México
se encontraba como el quinto pais con mayor nimero de habitantes con diabetes (2,3).
Los indices de mortalidad a causa de sus complicaciones se encuentran en ascenso. En la
literatura especializada se ha evaluado y probado que existe una relacion entre las
alteraciones metabdlicas para procesar la glucosa y la presencia de enfermedad
periodontal. Se sustenta que entre los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, la enfermedad
periodontal es la sexta complicacion asociada.

La enfermedad periodontal esta definida como una inflamacion provocada por
maultiples bacterias que estimulan una respuesta en los tejidos periodontales y produce
como consecuencia la pérdida del soporte del diente afectado. En México, en el reporte
de 2009 del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales, la prevalencia
de enfermedad periodontal estimada fue de 62.6 % y se observé que aument6 con la edad
(2).

Como se menciond con anterioridad, la relacion entre la diabetes mellitus tipo 2 y
la enfermedad periodontal se manifiesta ante el siguiente mecanismo: ante la condicién
de hiperglucemia, la glucosa circulante se une a cadenas de aminoacidos, lo cual da como
resultado proteinas inmaduras. Estas se descomponen en productos de glucosilacion con
alta afinidad a los macro6fagos, los cuales aumentan la secrecién de las interleucinas y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Los macrdfagos y los linfocitos T activados que infiltran el tejido de pacientes con
esta enfermedad son fuente importante de produccion de citocinas, que han sido

implicadas en la patogénesis de enfermedad periodontal. Por lo tanto y de acuerdo la



relacién entre la enfermedad periodontal y la diabetes mellitus tipo 2, asi como la
presencia del TNF-0-308 G/A en ambas, nos planteamos la siguiente pregunta de
investigacion:

¢Esta presente el factor de TNF-a -308 G/A, en pacientes con enfermedad

periodontal crdnica y diabetes mellitus tipo 2.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

ENFERMEDADES PERIODONTALES.

El periodonto se forma con los tejidos de soporte y proteccion del 6rgano dentario
(encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar). Se divide en dos partes: encia,
cuya funcién principal es proteger los tejidos subyacentes, y el aparato de insercion,

compuesto por el ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar (4).

La periodontitis se define como “una enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte de los d&rganos dentarios causada por microorganismos 0 grupo de
microorganismos especificos que producen la destruccion progresiva del ligamento
periodontal y del hueso alveolar con formacion de bolsa, recesion o ambas” (4, 6). Es un
proceso infeccioso de la encia y del aparato de insercion adyacente, producido por

diversos microorganismos que colonizan el area supra y subgingival (4).

La caracteristica clinica para diagnosticar algin tipo de periodontitis es la

presencia de pérdida 6sea detectable (7).
CLASIFICACION.

La Asociacion Americana de Periodoncia (AAP) en 1999 clasifico las diferentes
formas de periodontitis en tres tipos, segun las manifestaciones clinicas que presentaban.
(4,6).



Enfermedad periodontal

Caracteristicas

Formas

Periodontitis

croénica (PC)

-Forma mas frecuente de
periodontitis.

-Mas prevalente en adultos
pero puede presentarse en
nifos.
-Vinculada con la
acumulacion de placa y
calculos.

- Suele tener un ritmo de

progresion lento a
moderado, pero se
observan  periodos de

destruccién més répida.

-Puede presentar estadios
de destruccion  rapida
debido a factores locales,

sistémicos y ambientales.

Segun su extension:
-Localizada: <30% de los sitios
afectados
-Generalizada: >30% de los

sitios afectado.

Segun su intensidad:

-Leve: 1 a 2mm de pérdida de
insercion clinica.

-Moderada: 3 a 4 mm de pérdida
de insercion clinica.

-Grave: > 5mm de pérdida de

insercion clinica.

Periodontitis

agresiva (PA)

-Paciente por lo demas
sano.
-Pérdida de insercion vy

destruccion 6sea rapida.

-Cantidad de depositos
microbianos sin
correlacion con la

gravedad de la enfermedad.
-Varios miembros de la
familia ya han pasado por

la enfermedad

Segun su extension:

-Localizada: se presenta a nivel
de primeros molares o incisivos
-Generalizada: afecta por lo
menos tres dientes distintos a los

primeros molares e incisivos




Periodontitis como
de

enfermedades sistémicas

manifestacion

-El mayor efecto de estas
alteraciones se debe a
alteraciones en los
mecanismos de defensa del
huésped debido al trastorno

que cursa.

Se observa como manifestacion
de las siguientes enfermedades
sistémicas:
1. Trastornos
hematologicos.
2. Trastornos genéticos.
3. No especificadas de otro

modo.

Enfermedades
periodontales

necrosantes.

-Encia marginal y papilar
ulcerada 'y  necrosada

cubierta por una
seudomembrana o esfacelo
blanco amarillento.
-Papilas romas o con
crateres.

-Hemorragia espontanea o
provocada.

-Dolor y aliento fétido.
-Puede acompafarse de
fiebre, malestar general y

linfadenopatia.

-Gingivitis ulcerativa necrosante
(GUN).
- Periodontitis  ulcerativa

necrosante (PUN).

Abscesos del periodonto

-Infeccidn purulenta
localizada de los tejidos
periodontales.
-Exacerbacion aguda de
una bolsa preexistente.
-Material purulento que
queda atrapado en una

bolsa sin via de drenaje.

Se clasifican segln su tejido de
origen:

-Absceso agudo: Elevaciones
ovoideas dolorosas, edematosas,
rojas y brillantes del margen
gingival, la encia insertada, o
ambos.

-Absceso cronico: generan dolor

apagado que a veces se agudiza.




En la cavidad bucal, existe una gran variedad de patdgenos, los cuales viven de
forma comin y sin producir dafio alguno. Sin embargo, también existen bacterias que si
son patdgenas y gque se desarrollan como oportunistas dentro de la cavidad. Se conoce que
las bacterias, representan un gran porcentaje en el desarrollo de la enfermedad periodontal,
sin embargo, entran también diversos factores que en conjunto con ellas desencadenan los
sintomas de las diferentes enfermedades periodontales. Entre estos factores, se

encuentran: locales, sistémicos, ambientales, genéticos (8).

Es esencial un conocimiento detallado de la dindmica existente entre la respuesta
inmunitaria del paciente y las bacterias bucales, con el Gnico fin de comprender claramente
la patogenia de la enfermedad periodontal. Las bacterias periodontopatdgenas inician el
cuadro y atacan de forma repetida al hospedador, con la consiguiente estimulacion de una
respuesta inmunitaria, pero la presencia de flora subgingival patégena no siempre implica

una destruccion periodontal (9).

Aunque la placa bacteriana es esencial para el inicio de la periodontitis, la cantidad
de placa no se relaciona de forma necesaria con una mayor progresion de la enfermedad.
Cada persona presenta una curva individual que define la susceptibilidad del hospedador
ante la periodontitis. Muchos pacientes muestran resistencia a la enfermedad y no
progresaran mas alla de una gingivitis o una periodontitis incipiente. Todo ello situa el
énfasis en la respuesta del hospedador, en vez de en la etiologia bacteriana, como principal
determinante de la expresion de la enfermedad (8,9).

La periodontitis cronica, tiene mayor prevalencia en adultos, aunque se puede
presentar en individuos de cualquier grupo etario.

Pueden existir diversos signos y sintomas tales como:

Edema.
Eritema.

Aumento o recesion de la encia.

A w0 np e

Placa o célculo supra y subgingival.



5. Factores locales aumentan la acumulacion de placa, sangrado o supuracion
espontanea o al sondaje.
6. Una mayor movilidad.

7. Apifiamiento o exfoliacion dental.

Todas estas circunstancias pueden afectar a un nimero variable de érganos dentarios
en funcién de cada individuo, con tasas variables de progresion. Las caracteristicas
clinicas son una combinacién de los siguientes signos: la pérdida de nivel de insercion
clinica, el aumento de la profundidad de la bolsa gingival, la inflamacion gingival y la
pérdida 6sea radiografica (4).

Entre los factores sistémicos que afectan al periodonto, se encuentran diferentes
enfermedades crénicas degenerativas. Algunas de ellas figuran como una de las primeras
causas de muerte a nivel mundial. Entre este tipo de padecimientos se encuentra la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) con tendencia a presentarse cada vez mas en personas jovenes. La
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un padecimiento incurable y los pacientes deben recibir

tratamiento toda su vida (10).
DIABETES MELLITUS

DM es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por niveles elevados
de glucosa en sangre (hiperglicemia) resultado de defectos en la secrecion de insulina, la
accion de la insulina o ambos (11,12). Una persona con diabetes no metaboliza
adecuadamente la glucosa y ésta sigue circulando por la sangre, lo cual dafia con el tiempo
los tejidos del cuerpo, presenta una patogenia multifactorial, en la que estan implicados

factores ambientales, genéticos, inmunologicos y metabolicos (3,12).

La insulina es una hormona producida por el pancreas, secretada por las células 3
de los islotes pancreaticos, ésta disminuye los niveles de glucosa en sangre al ayudar a
ingresar esta molécula al interior de las células para que éstas la transformen en energia
(3,11). Tiene como tejidos efectores principales al musculo estriado, el higado y el tejido
graso, ejerciendo acciones anabolizantes de almacenamiento de glucosa en forma de
glucdgeno o utilizacion de la misma en la fosforilacion oxidativa. La deficiente accion de
la insulina proviene de su secrecion inadecuada y/o la disminucion de la respuesta de los
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tejidos a la insulina en uno 0 mas puntos en la compleja via de la accién hormonal. El
deterioro de la secrecion de insulina y los defectos de la accion insulinica suelen coexistir
en el mismo paciente, y no esta establecido cual de las anormalidades es la causa principal

de la hiperglucemia (13,14).
CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

Los criterios utilizados recientemente para la clasificacion y el diagnéstico de la
diabetes mellitus (DM) fueron propuestos por un comité de expertos de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La
clasificacion de la DM se basa en una clasificacion desde el punto de vista etiolégico y
sus caracteristicas fisiopatologicas (7,12).

1. Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1)

Se presenta en un 5-10% de todos los diabéticos y ocurre como consecuencia de
una destruccion autoinmune de las células p pancreaticas. Conocida anteriormente como
“diabetes insulinodependiente” o “diabetes de comienzo juvenil” (12,15). A su vez entra
en una clasificacion, siendo ésta de tipo autoinmune o idiopatica. Sus primeras
manifestaciones clinicas suelen ocurrir alrededor de la pubertad cuando las células B se
encuentran afectadas, en estas se manifiesta un deterioro progresivo de su funcion, hasta
que en su estadio final la nula funcion de los islotes hace al paciente tributario de

insulinoterapia obligatoriamente (12).
2. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

Esta forma de DM es la méas comun, se presenta en el 90- 95% de los casos de

diabetes, anteriormente se conocia como “diabetes no dependiente de insulina”, “diabetes

tipo 2” o “diabetes del adulto” (12, 13, 16).

Las posibilidades de aparicion de glucosa sanguinea elevada en la DM2 son
variadas. Se han descrito dos mecanismos principales en la presencia de ésta: deficiencia
relativa de las células B del pancreas y la resistencia a la insulina (16). Tiene gran relacion

con la edad, apareciendo ésta sobre todo a partir de los 40 afios de edad, esto le da una
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mayor relevancia teniendo en cuenta el creciente envejecimiento de la poblacion
mundial(12).

3. Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

Su prevalencia varia entre el 1 y el 14 % de los embarazos. Es cualquier grado de
intolerancia a la glucosa que se descubre durante el embarazo, mostrando frecuentemente
resistencia a la insulina (12,13,16,17). Desaparece después del parto, con frecuencia se
acompafa de complicacion perinatal y de la posibilidad de desarrollar DM1, 10 afios

después del nacimiento (12).
DIABETES MELLITUS TIPO 2

Por lo general la DM2 suele diagnosticarse en la etapa adulta, pero cada vez
aparece mas en nifios y adolescentes, por lo general después de la cuarta década de la vida
y asociada a obesidad central, dislipidemia y/o hipertension arterial en un gran porcentaje
de los pacientes (18). En ésta ultima, el cuerpo conserva la capacidad de producir insulina,
sin embargo, esto no es suficiente o bien el cuerpo no puede responder a sus efectos, dando

lugar a una hiperglucemia mantenida (3,12,19).

Muchas personas con DM2 no son conscientes de su enfermedad durante mucho
tiempo, ya que los sintomas pueden tardar afios en aparecer o ser reconocidos, pero
durante este tiempo el cuerpo esta siendo dafiado por el exceso de glucosa en sangre. Estas
personas suelen ser diagnosticadas s6lo cuando las complicaciones de la diabetes ya se
han desarrollado (3,12,18).

1. ETIOLOGIA Y FACTORES CONTRIBUYENTES

Por etiologia se entiende el o los mecanismos que conducen de la casusa a la lesion, o a
la alteracion funcional. El problema fundamental de la diabetes es la deficiencia absoluta o
relativa de insulina, que afecta la utilizacion y el metabolismo de la glucosa. La DM2 es una

patologia poligénica y multifactorial (12,20).

1.1. Genética



La comunidad cientifica ha buscado con mucho interés en los genes que determinan la
aparicion de la diabetes. Esto podria identificar a los individuos de mayor riesgo y orientarlos

hacia medidas que permitan retrasar o evitar su aparicion (20).

Recientemente se ha demostrado que una citocina del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), denominada TRAIL, puede desempefiar un papel patogénico importante en la
resistencia insulinica (RI) y, en particular, en la lesion vascular que ocurre a lo largo de la
historia natural de la enfermedad por actuar no sélo en la apoptosis y la regulacién
inmunitaria, sino también en la biologia vascular. Restaurar la expresion de TRAIL podria

mejorar la funcién vascular (21).

1.2.0besidad

La DM2 con mucha frecuencia cursa con obesidad, estos pacientes suelen tener
una mayor proporcién de grasa abdominal. Hay una alta relacién entre obesidad y
resistencia a la insulina, sobre todo esta relacién se da con la obesidad central. Algunos
autores han demostrado que la localizacion de grasas dentro del tejido de los musculos

estriados también se asocia con la resistencia a la insulina (20).

El origen de este fendbmeno doble es multifactorial y se asocia de forma compleja
por componentes etnicogenéticos, no siempre compartidos por la obesidad y la DM2, y
factores ligados al estilo de vida individual y colectivo por la convivencia familiar (habitos
nutricionales y sedentarismo), asi como, costumbres y estrés de muy diversa indole
(12,20).

1.3.Factores ambientales asociados

Son variadas las posibilidades de aparicién de glucosa sanguinea elevada en la DM2.
Se han descrito dos mecanismos principales en la presencia de ésta: deficiencia relativa

de las células B del pancreas y la resistencia a la insulina (16).

1. Edad. La prevalencia de la DM2 aumenta significativamente con la edad, a partir
de los 40 afios de edad, y esta en relacion con la disminucion progresiva de la

sensibilidad a la insulina.
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2. Cambios alimentarios. Son los habitos dietéticos inadecuados, como el consumo
de un gran namero de calorias, colesterol, grasas saturadas y alimentos con un

indice glucémico elevado.

3. Actividad fisica. Est4 bien definido que la actividad fisica mejora la resistencia
insulinica a través de la regulacion del transporte de la glucosa en el musculo.
Reduce, por tanto, el riesgo de DM, mejora el metabolismo lipidico y ayuda a
perder peso y al control de la DM establecida (12,20,22).

1.4.Resistencia a la insulina

Es una condicidon comdn en las personas que tienen sobrepeso o son obesos, que tienen
exceso de grasa abdominal y que no son fisicamente activos. Consiste en la resistencia a
los efectos de la insulina sobre la captacion, metabolismo o almacenamiento de la glucosa.
Los musculos, grasa, higado y las células dejan de responder adecuadamente a la insulina,
obligando al pancreas a compensar produciendo mas insulina. Siempre y cuando las
células beta sean capaces de producir suficiente insulina, los niveles de glucosa en sangre
se mantendran dentro del rango normal. Pero cuando la produccion de insulina se ve
afectada a causa de la disfuncion de las células beta, los niveles de glucosa se elevan
(7,11,17).

1.5.Produccién anormal de la glucosa por el higado

En algunas personas con diabetes, un aumento anormal en la produccion de glucosa
por el higado también contribuye a los altos niveles de glucosa en sangre. Normalmente,
el pancreas libera la hormona glucagon, cuando los niveles de glucosa e insulina en sangre
son bajos. El glucagon estimula al higado para producir glucosa y liberarla en el torrente
sanguineo. Pero cuando la glucosa en sangre y los niveles de insulina son altos después
de una comida, los niveles de glucagdn, y el higado almacena el exceso de glucosa para
mas adelante, cuando sea necesario. La metformina, el farmaco mas utilizado para tratar

la diabetes tipo 2, reduce la produccion de glucosa por el higado (11,12).
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2. EPIDEMIOLOGIA

Segun datos de la FID en el afio 2013 mas de 381.8 millones de personas padecian
dicha enfermedad, y 5.1 millones murieron a causa de ella, siendo México hasta el 2013

el sexto pais con mayor nimero de habitantes con diabetes (3).

En México, para el afio 2012 habia 418,797 casos reportados, lo que representa un
0.4% de la poblacion nacional, siendo las mujeres de 50 a 59 afios el estrato mas afectado,
presentando 1,237 casos por cada 100,000 habitantes. Se espera que para el afio 2030 la
incidencia en el pais aumente un 37.8% Yy la tasa de morbilidad tenga un 23.9% de

crecimiento (1,23).

Segun datos de la ENSANUT 2016, el 9.4% de la poblacion mexicana padece
diabetes (1).

3. MANIFESTACION DE DIABETES MELLITUS EN LA CAVIDAD BUCAL

Un numero considerable de complicaciones orales han sido asociadas a la DM,
particularmente en pacientes no controlados, entre las complicaciones o patologias mas

frecuentes en este tipo de paciente se pueden encontrar:

1. Gingivitis.

2. Periodontitis.

3. Lesiones perirradiculares inflamatorias y sus diversas formas (lesiones osteoliticas
periapicales agudas y cronicas, abscesos, granulomas odontdgenos, etc.).

4. Pérdida dentaria.

5. Xerostomia y cambios en composiciones de saliva.

6. Lesiones de la mucosa oral y la lengua (15,24).

Entre las manifestaciones bucales de la diabetes mellitus, se mencionan: boca seca,

abscesos dentales, infecciones micdticas, cicatrizacion lenta (4, 25).

Existe una relacién bidireccional entre la diabetes y la enfermedad periodontal. Se

afecta adversamente una a otra. La diabetes provoca una respuesta inflamatoria en los
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tejidos, como las enfermedades periodontales, las cuales se asocian a un peor control de
la glucemia en diabéticos (4,25).

La relacion entre la diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad periodontal se manifiesta
ante hiperglucemia, condicion en la cual la glucosa se une a cadenas de aminoacidos,
dando como resultado proteinas inmaduras. Estas se descomponen en productos de la
glucosilacion avanzada con alta afinidad a los macrdfagos, los cuales aumentan la
secrecion de las interleucinas 1, 2, 6, 12 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). En
particular, el TNFo-308 G/A esta estrechamente relacionado con el proceso de
fosforilacion del receptor para la insulina IRS-1. Ademas, los productos de glucosilacion
avanzada se acumulan en el tejido gingival, con lo cual se va generando una ruptura de

fibras de colageno y la destruccion del hueso y del tejido conectivo (26, 27, 28).

Se han reportado multiples factores genéticos que afectan la enfermedad periodontal.
Especificamente, distintas variantes alélicas pueden dar lugar a variaciones en la
estructura de los tejidos (inmunidad innata), en la respuesta de anticuerpos (inmunidad
adaptativa) y en los mediadores inflamatorios (inflamacion inespecifica). Las variaciones
genéticas también pueden actuar como factores de proteccién o de riesgo en ciertos
procesos patoldgicos, incluida la periodontitis (29).

El factor de necrosis tumoral fue descubierto por William Coley en 1893, cuando
observo que en los pacientes con cancer que desarrollaban una infeccion bacteriana, se
inducia una necrosis tumoral. Coley tratd a pacientes con cancer con el sobrenadante de
algunos cultivos bacterianos, Ilamados toxinas de Coley, las cuales mostraron cierta
actividad en la necrosis tumoral, pero tenian efectos secundarios muy graves. En 1975 se
demostré que el procedimiento de Coley se debia en realidad a unas endotoxinas
bacterianas que estimulaban a las células del sistema inmunoldgico a que secretaran una
sustancia que tenia un efecto antitumoral siendo denominada por este motivo como factor

de necrosis tumoral (30).

Con el paso de los afios, se descubrio que el TNF estaba formado por dos productos
diferentes, el TNF-a que era idéntico a la catecquina (una sustancia que se produce en

algunas enfermedades como la coagulacion intravascular diseminada) y el TNF- idéntico
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a la linfotoxina humana. Ambas formas del TNF tienen funciones similares. El TNF-o es
producido sobre todo por los macrofagos y ejerce sus efectos sobre las células tumorales
e inflamatorias. EI TNF-p es excretado por algunas células T en particular por las células
T citotoxicas y las T colaboradoras (helper) y también ataca celulas tumorales en las que

induce efectos citotoxicos (30).

El TNF-a es producido por algunas celulas, como los monocitos, fibroblastos y células
epiteliales. Mediante estimulos algunas otras también pueden producir citocinas, este es
el caso de macrofagos, linfocitos T y B, granulocitos, células musculares lisas y

queratinocitos (30).

Las endotoxinas bacterianas, la interleucina IL-1 y el factor de crecimiento derivado
de las plaquetas PDGF, representan estimulos fisiologicos para la expresion de TNF-a.
En los fibroblastos, la produccion del TNF-o es inducida por el factor de crecimiento

neuronal, y en las células endoteliales, epiteliales y fibroblasticas por la IL-17 (30).

El TNF-a es una citocina, que ha sido implicada en la resistencia a insulina, algunos
polimorfismos han sido asociados con un aumento en la produccion de esta citocina in
vitro, como es el caso del -308 G/A. Se han identificado 15 polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) en el promotor del gen TNF. En la region promotora, el polimorfismo
mas importante corresponde al cambio de una G (guanina) por una A (adenina) en el sito
308 del promotor, generando dos alelos conocidos como TNF1 (G) y TNF2 (A) (31).

La variacion nucleotidica en la posicién 308 define los genotipos TNF1 (-308 G) y
TNF2 (-308 A) y se manifiesta en que los monocitos provenientes de sangre periférica de
pacientes portadores del alelo TNF2, presentan una mayor produccién de la citocina que
los que llevan el alelo TNF1 (32).

El polimorfismo -308 define los genotipos TNF1 (G/G) y TNF2 (G/A 'y A/A). El alelo
TNF2, se ha descrito como el mas importante en la regulacion de la produccion de TNF-

a. Estudios in vitro en células estimuladas con lipopolisacarido, indican que las de
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genotipo TNF2 presentan una mayor sobreexpresion de la citocina que las de genotipo
TNF1 (33).

Segun estudios realizados acerca de la relacion del polimorfismo -308 con diversas
enfermedades inflamatorias los resultados apuntan a que la participacion de genes
relacionados con las caracteristicas étnicas de los pacientes estudiados produce resultados

diferentes en la participacion de dicho polimorfismo (34).

A pesar del papel fisioldgico descrito para el TNF-a, el aumento de sus niveles se ha
relacionado con la patogénesis de enfermedades asociadas al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), especialmente en enfermedades como la diabetes mellitus
no-insulino dependiente o tipo 2. Esta situacion, permite sefialar que el TNF-a tiene una
doble funcién, pudiendo pasar de remodelador de tejidos y potenciador de la respuesta

inmune, a flogistico y citotdxico, induciendo a diversas afecciones del sistema (35).

Diversos estudios de asociacion demuestran especificamente la relacion del
polimorfismo del TNF-a -308 G/A con la diabetes mellitus tipo 2. Un ejemplo es el
realizado en adultos mayores de origen holandés, en el cual se estimo que el riesgo de
diabetes asociado al genotipo homocigoto para el alelo A del polimorfismo -308G/A era
mas de 4.5 veces superior al riesgo de desarrollar diabetes en personas con el genotipo
GG, lo que situaria a este polimorfismo como un importante determinante del desarrollo

de diabetes tipo 2 en la poblacion de adultos mayores (36).

Aunque existe aln debate sobre el papel de los polimorfismos de la region promotora
de TNFa involucrados en la regulacion de este gen, existen numerosos estudios que
sugieren un papel relevante del polimorfismo -308G/A sobre la expresion de TNF-a.
Especificamente, el alelo A en la posicion -308 se ha relacionado con una mayor actividad
de transcripcion del gen de TNF-a (37, 38).

Cuenca et al, estimaron una frecuencia alélica de polimorfismo -308G/A similar a la
encontrada en este estudio, y sefialaron las importantes diferencias en las frecuencias
alélicas, dependiendo del pais y del grupo étnico estudiado. Teniendo en cuenta los

antecedentes mencionados anteriormente, se optd por investigar si efectivamente el
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polimorfismo -308G/A de TNF-a podria ejercer un efecto mayor sobre la adiposidad y la
distribucion de grasa corporal en mujeres libres de diabetes (39).

En el caso de la periodontitis cronica en relacion con el polimorfismo -308, se tienen
diversos antecedentes. Como se ha mencionado con anterioridad, el TNF-a es un
importante mediador de las reacciones inflamatorias y parece jugar un rol central en la
patogénesis de varias enfermedades inflamatorias crénicas incluyendo la periodontitis. Se
ha demostrado que existen diferentes tasas de sintesis de TNF-a in vitro e in vivo entre los
individuos, por lo que puede asociarse con la presencia de dicho polimorfismo genético
(40).

Por lo tanto se determina que la presencia del TNF-o en enfermedades cronicas e
inflamatoria tendré diferentes efectos en el sistema dependiendo de la genética y raza del

individuo, asi como de factores ambientales.
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HIPOTESIS

El polimorfismo TNF-a-308 G/A se encuentra presente en los pacientes con
periodontitis cronica y/o diabetes mellitus tipo 2.
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JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es la forma més comdn de diabetes. Se sabe que
muchos factores ambientales, incluyendo una dieta alta en calorias y la inactividad fisica,
influencian su desarrollo. Sin embargo, los factores genéticos han mostrado ser una
contribucion individual en la susceptibilidad para esta condicién. De hecho, los
polimorfismos pudieran aparecer como marcadores genéticos que conlleven una

identificacion anticipada de riesgo a diabetes mellitus tipo 2.

Como se ha mencionado con anterioridad, los pacientes que presentan diabetes
mellitus tipo 2, tienen una estrecha relacion con las enfermedades periodontales, entre
ellas, la periodontitis cronica, ya que este padecimiento sistémico, afecta a los tejidos de

soporte dentario y mantiene una estrecha relacién con la enfermedad.

Los factores genéticos, especificamente los polimorfismos, también se han

detectado, en relacion y con predisposicion a la periodontitis crénica.

Por lo tanto, debido al incremento en la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2
en México y a su constante aumento, asi como la relacion estrecha que presenta con la
enfermedad periodontal, la deteccion del TNF-a-308 G/A, nos indica una relacion entre

este polimorfismo y las enfermedades mencionadas.

Determinar la presencia del polimorfismo TNF-a-308 G/A, permitié enfocar
tratamientos a la prevencion de la enfermedad periodontal y la diabetes mellitus, de
acuerdo con la predisposicion genética de cada individuo. Ademas, aumentar la
informacion bibliografica de este polimorfismo en particular, ya que es demasiado escasa,

tanto en la deteccion y desarrollo del mismo, como en la relacion con individuos latinos.
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OBJETIVOS

GENERAL
Determinar la presencia del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a en pacientes

que presenten periodontitis cronica y/o diabetes mellitus tipo 2.

ESPECIFICOS

1. Deteccion del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a en pacientes con diabetes mellitus

tipo 2.

2. Deteccion del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a en pacientes con periodontitis

cronica.

3. Deteccidn del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a en pacientes con diabetes mellitus

tipo 2 y periodontitis crénica.
4. Asociar los genotipos del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a a los grupos de estudio
5. Asociar los alelos del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a

6. Determinar el factor de riesgo del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-a en los

pacientes estudiados.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO
Estudio experimental, transversal y prospectivo de casos y controles
POBLACION DE ESTUDIO

1. UNIVERSO

Pacientes que acudieron a la Facultad de Odontologia de la UADY en el periodo
de octubre 2016 a marzo del 2017.

2. MUESTRA

202 pacientes que acudieron al programa de Especializacion en Periodoncia de la
Facultad de Odontologia de la UADY Yy presentaron periodontitis cronica y/o diabetes

mellitus tipo 2 de octubre de 2016 a marzo del 2017

El trabajo se realizo en la clinica del programa de Especializacion en Periodoncia
de la Facultad de Odontologia y en el laboratorio de Biologia Celular del Centro de
Investigaciones Regionales Unidad Biomédica “Dr. Hideyo Noguchi” (CIR-B) de la
UADY. Se estudiaron pacientes adultos de uno u otro género, que acudieron a dicha area

de la Facultad, en el periodo octubre de 2016 a marzo del 2017.

Se realiz6 historia clinica, indice de placa, sondeo periodontal a cada paciente que
presentd diabetes mellitus tipo 2, y/o periodontitis cronica. Se tomaron muestras
sanguineas de dichos pacientes, a través de puncion venosa con Vacutainer,
posteriormente fueron sometidas a un proceso de extraccion de DNA, el cual se almacen6
a -20°C hasta que se les realizé la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), para la

deteccion del polimorfismo.
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3. CRITERIO DE INCLUSION
3.1 Pacientes entre 25 y 60 afios de edad, que presenten periodontitis cronica y/o
diabetes mellitus tipo 2.
3.2 Pacientes de ambos sexos.
3.3 Pacientes no emparentados.
3.4 Pacientes que aceptaron participar en el estudio

4. CRITERIOS DE EXCLUSION

4.2 Pacientes que presenten otros compromisos sistémicos.

4.3 Pacientes fumadores.

4.4 Pacientes con tratamiento previo de antibiéticos en los ultimos 3 meses.
4.5 Pacientes con tratamiento periodontal en el tltimo afio.

4.6 Paciente embarazada o en lactancia.

5. CRITERIOS DE ELIMINACION

5.1 Pacientes en los cuales se obtengan muestras pequefias de sangre o de la cual

no se obtenga DNA de buena calidad.

METODOLOGIA

Se estudiaron pacientes adultos de uno u otro sexo provenientes del Departamento
de Admisidn de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Yucatan, en
el periodo comprendido entre octubre de 2016 y marzo de 2017. A cada paciente se le

realiz6 una historia clinica.

1. El paciente fue valorado individualmente.
2. Se registro el indice de Higiene Oral.
3. Se le realiz6 un sondeo periodontal completo, para lo cual se empled una sonda

periodontal de Carolina del Norte.

Los pacientes se distribuyeron en dos grupos (grupo 1: casos; grupo 2: controles). El

grupo uno o de casos se clasificd a su vez en tres subgrupos: el subgrupo 1, pacientes con
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periodontitis cronica (POD); subgrupo 2 pacientes con periodontitis cronica y diabetes
mellitus tipo 2 (POD/DM2); el subgrupo 3 pacientes con DM2 pero sin diagnéstico de
POD.

Los pacientes periodontalmente sanos y sin DM2 fueron agrupados en el grupo 2 o
grupo control. Estos sujetos demuestran radiograficamente un nivel 6seo normal (esto es
una distancia < 3mm entre la cresta alveolar y la union cemento-esmalte y la presencia de
cresta alveolar en un 95% de los sitios interproximales de cada diente). Ninguno de estos

pacientes presento algun desorden sistémico que pueda afectar la condicion periodontal.

Una vez clasificados los pacientes en cada grupo, se les tomo6 una muestra de sangre
periférica obtenida por venopuncién de la fosa antecubital, la cual se recolect6 en tubos
con EDTA. Las muestras se codificaron y almacenaron a -70°C toda vez que el

procesamiento se inicio.

Las muestras de sangre obtenidas fueron utilizadas para la extraccion y purificacion
de DNA mediante el kit comercial DNA Easy Blood and Tissue de la casa comercial
Qiagen (43). EI DNA se utiliz6 para determinar el polimorfismo TNF-a -308 G/A
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCRc) utilizando sondas
TagMan (Applied Biosystem) (44).

Tabla 1: Secuencias de las sondas TagMan de los polimorfismos estudiados

Polimorfismo Rs Reporteros Secuencia

TNFa -308 1800629 VIC/IFAM GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]GG
ACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC
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Tabla 2: Componentes y volumen para la reaccion final de gPCR para la determinacién
de los polimorfismos -308 G/A del gen TNF- q.

Componentes Volumen Concentracion final

Type-it Fast SNP Probe PCR Master Mix2x 2.5 uL 1x

20x sonda-primer mix 0.125uL. 1x, 0.9 uM, 0.2uM sonda
Solucion Q 5x 0.5uL 0.5x
Agua libre de RNasas variable -

Protocolo de sondeo.

Se midio la profundidad del surco gingival o bolsa periodontal y la pérdida de
insercion con una sonda periodontal de Carolina del Norte. Se sondearon todos los dientes
presentes en boca de los pacientes de ambos grupos de estudio, de acuerdo con el criterio
clinico propuesto en el Taller Internacional para la Clasificacion de las Condiciones y
Enfermedades Periodontales en 1999 y el consenso reportado en el 5° Taller Europeo en

Periodontologia (6).

Asi también se les realizaron pruebas de laboratorio para determinar el control
metabdlico y validar el diagndstico para diabetes mellitus tipo 2.
Para tal fin se realizaron las siguientes pruebas:
e Glucosa en sangre

e Hemoglobina glucosilada

Plan de procesamiento de datos y presentacion de resultados

Todos los datos de los pacientes se fueron capturados en una hoja de célculo que
concentrd esa informacion junto con los resultados obtenidos en el estudio. Estos datos
se procesaron con el programa estadistico SPSS version 17. Se determinaron las
frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TNF-a -308 G/A por conteo simple
en todos los sujetos estudiados, tanto para casos como para controles y se analizé su
distribucion de acuerdo con los parametros poblacionales para el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Se determiné la asociacion de los polimorfismos con el riesgo para POD y/o
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DM2, mediante analisis univariados (prueba de Chi cuadrada, p de Fisher y razén de
momios) y posteriormente también un analisis multivariado una vez identificados los
valores de asociacion p < 0.5 Cada uno de los subgrupos de los casos se analizaron contra

el grupo control.

ASPECTOS ETICOS.

Este proyecto se sometio a evaluacion al Comité de Bioética del CIR Biomédicas
de la UADY. Después de la apropiada evaluacién y aceptacion del protocolo propuesto
por la instancia correspondiente, se procedié con la recoleccidn de la muestra propuesta

con anterioridad.

Todos los individuos fueron invitados a participar en el presente estudio, por lo
que se les solicitd la firma de su consentimiento libre e informado, garantizandoles
anonimato y confidencialidad, asi como la seguridad, en caso de no aceptar participar, de
que seguirian recibiendo la atencién sin cambio alguno, de acuerdo con los lineamientos
establecidos en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial en su version
adoptada en la LIl Asamblea General de Edimburgo del afio 2000. Nota de aclaracion en
parrafo 29 afadido por la Asamblea Médica Mundial, Washington 2002, nota de
aclaracion del parrafo 30, afiadido por la Asamblea Médica Mundial, Tokio 2004. No se
condiciono la atencién a los pacientes en caso de no aceptar participar en el estudio, asi

como tampoco se suspendiod la misma, si en algin momento decide retirarse del mismo.
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RESULTADOS

En la tabla 1 se reporta la descripcion de la poblacion. Se observé una diferencia
significativa entre el grupo de casos y controles en cuanto al sexo, pérdida de insercion,

hemoglobina glucosilada y glucosa en sangre.

Tabla 1. Descripcion de la poblacion.

Sexo Edad* Pl Glucosa en HbAlc
sangre
GRUPOS
n=200 Femeni  Masculi  Media + SD Media = SD Media£SD  Mediat
no no n=70 (Ranges) (Ranges) (Ranges) SD
n=132  (34.6%) (Ranges)
(65.3%)
37 15 46.71 2.8510.83 (1.70- 94.55 5.39
PC  (71.2%) (28.8%) +12.15 (25- 5.60) +10.15 +0.47
n=5 65) (75-123) (4.30-
Caso 2 6.10)
* DM 34 16 53.18+996 199 + 045 (1.  154.96 7.63
2 (68%) (32%) (32-65) 10-3.30) +81.70 (78-  +1.83
n=5 383) (4.8-
0 11.90)
PC/ 32 18 51. 2.90+1.1 (1.6 199.38 8.13
DM  (64%)  (36%) 78 + 9.96 0-7.20) +96.18 (68-  +1.90
2 (25- 65) 460) (4.90-12)
n=5
0
Controles 29 21 36.0+13.34 1.931+0.36 (1.50- 95.76 5.57
n=50 (58%)  (42%) (25 - 65) 3.60) +14.96 (75-  +0.69
151) (4-8.3)

Pl: pérdida de insercion; PC: periodontitis cronica; DM2: Diabetes mellitus tipo 2,*p<0.05.

En la Tabla 2, 3 y 4 se observé que el genotipo encontrado con mayor frecuencia
en la poblacion de estudio es GG, siendo éste el “normal” para la poblacion. E1 genotipo
AA ( heterocigoto mutado) no se encontré presente en ningun sujeto de estudio. El
genotipo GA se encontrd con una mayor frecuencia en el grupo de casos con EP (18%),
DM2 (32%) y DM2/EP (28%) en comparacion con el grupo control (4%). Resultados
estadisticos reportan una asociacion de hasta un 12.70 mayor factor de riesgo de presentar
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PC al tener presente el genotipo GA. En cuanto a DM2 se observd un mayor factor de
riesgo del 11. 29 y un 9.33 en cuanto al grupo de DM2/EP. Con respecto a las frecuentas
alélicas, el alelo G “normal” fue el mayormente reportado en el grupo de controles (98%).
El alelo A de “riesgo” se presentd con mayor frecuencia en el grupo de casos de EP (18%),
DM2 (16%), DM2/EP (14%) en comparacion del grupo control (2%). Se reporté una
asociacion al presentar el alelo de riesgo de 10.25 mayor factor de riego para EP, 9.33
para DM2 y del 7.97 para DM2/EP.

Tabla 2. Asociacion de casos EP y controles.

TNF-308 G/A

Frecuencias genotipicas

Frecuencias Alélicas

GG GA** AA G A
Casos (EP) 34 (65%) 18 (35%) 0 (0%) 86 (86%) 18 (18%)
Controles 48 (96%) 2 (4%) 0 (0%) 98 (98%) 2 (2%)
OR 12.70 - 10.25
95% ClI 2.76-58.41 - 2.31-45.47

GG: genotipo silvestre; GA: genotipo heterocigoto; AA: genotipo homocigoto mutado; OR: odds ratio,

**p<0.01
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Tabla 3. Asociacion de casos DM2 y controles.

TNF-308 G/A
Frecuencias genotipicas Frecuencias Alélicas
GG GA** AA G A
Casos (DM2) 34 (68%) 16 (32%) 0 (0%) 84 (84%) 16 (16%)
Controles 48 (96%) 2 (4%) 0 (0%) 98 (98%) 2 (2%)
OR 11.29 -- 9.33
95% ClI 2.43-52.38 -- 2.08-41.77

GG: genotipo silvestre; GA: genotipo heterocigoto; AA: genotipo homocigoto mutado; OR: odds ratio,
**p<0.02
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Tabla 4. Asociacion de casos DM2/EP y controles.

TNF-308 G/A
Frecuencias genotipicas Frecuencias Alélicas
GG GA** AA G A
Casos 36 (72%) 14 (28%) 0 (0%) 86 (86%) 14 (14%)
(DM2/EP)
Controles 48 (96%) 2 (4%) 0 (0%) 98 (98%) 2 (2%)
OR 9.33 -- 7.97
95% ClI 1.99-43.68 -- 1.76-36.09

GG: genotipo silvestre; GA: genotipo heterocigoto; AA: genotipo homocigoto mutado; OR: odds ratio,
**p<0.004

28



DISCUSION

Se ha reportado que multiples factores genéticos pueden afectar el desarrollo de
diversas patologias. Especificamente, distintas variantes alélicas pueden dar lugar a
variaciones en la estructura de los tejidos (inmunidad innata), en la respuesta de
anticuerpos (inmunidad adaptativa) y en los mediadores inflamatorios (inflamacion
inespecifica) (25).

La inflamacion ha sido ampliamente conocida como un desencadenante de altos
niveles de citocinas proinflamatorias, incluidas IL-1, IL-6 y TNF-a.(45). Se ha reportado
al TNF-o. como una citocina que ejerce su funcibn como un potente agente
proinflamatorio, secretada por macrofagos y linfocitos T observandose efectos bioldgicos
que abarcan proteccién contra infecciones, respuesta contra tumores y estimulacion de
respuestas inflamatorias (46).

Existe evidencia de multiples polimorfismos ubicados en la region promotora del
gen TNF-a observandose una mayor sintesis de la misma asi como una predisposicion de
presentar enfermedades inflamatorias cronicas (47). Se ha estudiado que ante la presencia
de la variante alélica A del polimorfismo -308 G/A del gen TNF-o provocando una
replicacion del gen de hasta tres veces bajo un estimulo que desencadene una respuesta
inmunitaria (48).

Shapira y cols (2001) reportaron en su estudio realizado en poblacion isreali la
presencia del genotipo G/A con mayor frecuencia en pacientes con PC (70%) (49). Donati
y cols (2005). reportaron una frecuencia mas alta (65%) del genotipo (G/A) a comparacion
de los sujetos sanos (35%) en poblacion rusa, esto similar a lo observado en nuestro
estudio donde el genotipo (G/A) se observd en un 89% en el grupo de casos (50).
Fassmann y cols (2003) reportaron una frecuencia similar de este genotipo en el grupo de
casos (50%) y en el grupo de controles(50%). De igual forma, reportaron la presencia del
genotipo homocigoto mutado (A/A) con una frecuencia del .8%, dato contrario al presente
estudio e n el que no se obtuvo ningun sujeto de estudio portador del genotipo(51).

Yang y cols. (2013) reportando una frecuencia similar para el alelo de riego (alelo

A) entre el grupo de pacientes con PC (52%) y pacientes sanos (48%), esto en poblacion
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china(52). Giovanetti y cols. (2008) reportaron resultados similares entre sus grupos de
casos (50%) y controles (50%) (40). En el presente estudio, se observd una mayor
frecuencia entre el grupo de casos (89%) a comparacion del grupo control (11%),
difiriendo de los estudios previamente mencionados.

La presencia de altos niveles de TNF-a puede perjudicar las vias de sefializacion
de insulina y conducir a la destruccion de las células beta del pancreas, El incremento de
TNF-a se considera como un factor importante en el desarrollo de DM2 (53). Golsani y
cols.(2015) presentaron un estudio realizado en una poblacién Irani, en el que se centraron
en la asociacion entre -308 G / A del gen TNF-a y DM2. Ellos reportaron que la frecuencia
alélica del alelo A de esta variante fue significativamente diferente (p=0.006) entre los
grupos de caso y control (16% vs. 8%) (45). Los resultados se observan similares a los
obtenidos en este estudio, el cual reporto un diferencia significativa ante la presencia del
alelo A entre ambos grupos (p=0.003) presentandose este alelo en un 16% en cuanto al
grupo de casos . En cuanto al grupo control se observd en nuestro estudio una presencia
menor de éste alelo (2%). Hamann y cols. (1995) reportaron no encontrar ninguna
diferencia en las frecuencias de los alelos del polimorfismo -308 G / A TNF-a entre los
pacientes con DM2 y el grupo control (53). En otro estudio correspondiente a una
poblacion Egipcia, reportaron Elsaid y cols. (2012) no encontrar ninguna diferencia en el
alelo A de esta variante entre grupos de caso y control (54). Kubaszek y cols. (2003)
reportaron sobre un poblacion finlandesa, que el alelo de riesgo (A) tenia una asociacion
con un riesgo dos veces mayor (1.80) para DM2 (55). Esto difiere a lo reportado en este
estudio que presentd un factor de riesgo de 9.33 al presentar el alelo A.

En base a los resultados observados en el estudio presente, las frecuencias del
genotipo G/ A muestran una diferencia significativa (p=0.002) entre los individuos de
grupos de casos y controles y un factor de riesgo mayor del grupo de casos de 11.29. En
comparacion, el estudio realizado por Golshani y cols. (2015) refiere presentar una
diferencia significativa (p=0.001) en cuanto a la presencia del genotipo G/A presentando
un factor de riesgo de presentar DM2 de 2.24, menor a lo reportado en nuestro estudio
(45).
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Heijmans y cols. (2002) informé que los individuos de su poblacion portadores del
genotipo homocigoto A/A tiene un riesgo 4.6 veces mayor de presentar DM2 que un
individuo con el genotipo G/G . Nuestros resultados no reportaron la presencia del

polimorfismo homocigoto mutado (A/A) (56).

Resultados estadisticos reportan una asociacion de hasta un 9.33 mayor factor de
riesgo de presentar PC en combinacion con DM2 al tener presente el genotipo GA. El
alelo A de “riesgo” se presentd con mayor frecuencia en el grupo de casos DM2/EP (14%)
en comparacion del grupo control (2%). Se report6 una asociacion al presentar el alelo de
riesgo de 7.97 para DM2 en combinacion con EP. No se encontraron reportes de estudios

que presentaran asociacion de la presencia del polimorfismo y la presencia de DM2 y EP.
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CONCLUSIONES

Con los datos se puede concluir que los sujetos con el genotipo G/A y el alelo A
(polimorfismo -308 G/A) del gen TNF-a presentan un factor de riesgo mayor para
enfermedad periodontal, diabetes mellitus tipo 2 y ambas patologias segun lo observado

en la poblacién estudiada.
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ANEXO 1:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE YUCATAN.

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

PERIODONCIA

Fecha:

Estimado Paciente:

Por este medio se le invita a participar en la investigacion denominada:
“Deteccion del polimorfismo TNFa-308 G/A en pacientes con periodontitis cronica y
diabetes mellitus tipo 2”. En caso de aceptar debera firmar esta hoja como
consentimiento de su participacion, la cual consiste en proporcionar una muestra
sanguinea para la detecciéon en laboratorio, del polimorfismo TNFa-308 G/A. La

muestra es gratuita y no recibird pago alguno por ella.

Este estudio no representa peligro para su salud y en caso de no aceptar

participar, no modificara en absoluto la calidad de su atencion.

Los resultados de dicho estudio son completamente andnimos y serviran para
ampliar los conocimientos acerca de este polimorfismo y las enfermedades
relacionadas a él. Con el fin de brindarles mayor informacién de todo lo relacionado al

tema. De antemano agradezco su cooperacion y me pongo a su disposicion.
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