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RESUMEN

Introduccion

La enfermedad periodontal es una de las manifestaciones orales
mas prevalentes en el sindrome de Down (SD). Se ha sugerido que
en su etiologia multifactorial participan la flora bacteriana, la
respuesta del huésped y determinados factores genéticos. El
objetivo de este trabajo fue detectar variaciones génicas asociadas a
la presencia de enfermedad periodontal en personas con SD, para
identificar genes de susceptibilidad y biomarcadores que permitan
predecir su riesgo de aparicion y severidad.

Material y métodos

Entre los usuarios de los centros de terapia educativa y ocupacional
de la Comunidad Auténoma de Galicia (Espafia), a lo largo de los
afios 2017 y 2018, se recogieron muestras de saliva de 86 pacientes
caucasicos con SD. La seleccion de los participantes se efectud
aplicando los criterios del “2017 World Workshop on the
Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions”. Los componentes del grupo de estudio, se
distribuyeron en pacientes con enfermedad periodontal (N= 50) y
pacientes con periodonto sano (N= 36).

Para realizar un “Genome Wide Association Study (GWAS)”,
todas las muestras fueron genotipadas con el array “Axiom Spanish
Biobank ” que contiene 757,836 marcadores. Los datos genéticos se
sometieron a un procedimiento de control de calidad para
garantizar la fiabilidad de los marcadores y de los individuos
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genotipados. A continuacion, se llevo a cabo un analisis de
asociacion a nivel de marcadores individuales mediante regresion
logistica, asi como un andlisis a nivel de gen aplicando el
“Sequence Kernel Association Test (SKAT)”. Finalmente, los
genes que mostraron los mejores resultados (p<1.55 x 10 fueron
incluidos en un andlisis de vias de sefializacion a través del
software libre “DAVID”.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
de Santiago-Lugo, Espafia (Codigo de registro: 2018/510).

Resultados

En el analisis individual los 5 marcadores que mostraron una mejor
probabilidad fueron: rs4315121, en el gen C120rf74 (p= 9,85 x 10°
%5 OR= 8,84), rs4814890, en LOC101930064 (, p= 9,61 x 10°%;
OR= 0,13), rs1549874 en KBTBD12 (p= 8,27 x 10%; OR= 0,08),
rs11060842 en PIWIL1 (p= 7,82 x 10%°; OR= 9,05) y rs62030877
en C160rf82 (p= 8,92 x 10%; OR= 0,14). En el anélisis a nivel de
gen destaco nuevamente PIWIL1 junto con MIR9-2, LHCGR, TPR
y BCR. A nivel de vias de sefializacion, resultaron de interés tres
rutas metabdlicas: la PI3K-Akt, la Long-term depression y la
FoxO, todas ellas con significacién nominal (p= 1,3 x 10, p=5,1
x 109, p=1,2 x 10%, respectivamente).

Conclusiones

Este estudio sugiere que la patogénesis de la periodontitis en el SD
y en la poblacion general comparten rutas metabdlicas, como la
PI3K-Akt que regula la proliferacion celular y tiene un papel
primordial en la respuesta inflamatoria del huésped.
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RESUMO

Introducion

A enfermidade periodontal é unha das manifestacions orais mais
prevalentes na sindrome de Down (SD). Suxeriuse que a flora
bacteriana, a resposta do hodspede e certos factores xenéticos
participan na sUa etioloxia multifactorial. O obxectivo deste
traballo foi detectar variacions xenéticas asociadas & presenza de
enfermidade periodontal en persoas con SD, identificar xenes de
susceptibilidade e biomarcadores que permitan predecir 0 seu risco
de aparicion e gravidade.

Material e métodos

Entre os usuarios dos centros educativos e de terapia ocupacional
da Comunidade Auténoma de Galicia (Espafa), ao longo de 2017 e
2018 recolléronse mostras de saliva de 86 pacientes caucasicos con
SD. A seleccion dos participantes realizouse aplicando os criterios
do “World Workshop 2017 on the Classification of Periodontal and
Peri-Implant Diseases and Conditions”. Os compofientes do grupo
de estudo distribuironse en pacientes con enfermidade periodontal
(N=50) e pacientes con periodonto san (N= 36).

Para realizar un “Genome Wide Association Study (GWAS)”,
todas as mostras foron xenotipadas coa matriz “Axiom Spanish
Biobank” que contén 757.836 marcadores. Os datos xenéticos
foron sometidos a un procedemento de control de calidade para
garantir a fiabilidade dos marcadores e dos individuos xenotipados.
A continuacion, realizouse unha analise de asociacion a nivel de

15



marcadores individuais mediante regresion loxistica, asi como unha
analise a nivel de xenes aplicando o “Sequence Kernel Association
Test (SKAT)”. Finalmente, os xenes que mostraron os mellores
resultados (p<1,55 x 10™) foron incluidos nunha analise das vias
de sinalizacion a través do software libre “DAVID”.

Este estudo foi aprobado polo Comité de Etica da Investigacion de
Santiago-Lugo, Esparfia (Codigo de rexistro: 2018/510).

Resultados

Na analise individual, os 5 marcadores que mostraron unha mellor
probabilidade foron: rs4315121 no xene C120rf74 (p= 9,85 x 10;
OR= 8,84), rs4814890 en LOC101930064 (p= 9,61 x 10®), OR=
05,13 = rs1549874 en KBTBD12 (p= 8,27 x 10%; OR= 0,08),
rs11060842 en PIWIL1 (p= 7,82 x 10™*; OR= 9,05) e rs62030877
en C160rf82 (p= 8,92 x 10%; OR= 0,14). Na andlise a nivel
xenético, PIWIL1 volveu destacar xunto con MIR9-2, LHCGR,
TPR e BCR. A nivel de vias de sinalizacion, foron de interese tres
vias metabolicas: PI3K-Akt, Depresion a longo prazo e FoxO,
todas elas con significacién nominal (p= 1,3 x 10%, p=5,1 x 10°%,
p=1,2 x 10, respectivamente).

Conclusions

Este estudo suxire que a patoxénese da periodontite na SD e na
poboacion xeral comparte vias metabolicas, como PI3K-Akt, que
regula a proliferacion celular e ten un papel primordial na resposta
inflamatoria do hdspede.
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ABSTRACT

Background

Periodontal disease is one of the most prevalent oral manifestations
in Down syndrome. It has been suggested that its multifactorial
etiology includes the participation of bacterial flora, the host’s
response and certain genetic factors. The aim of this study was to
detect the genetic variations associated with the presence of
periodontal disease in individuals with DS and to identify
susceptibility genes and biomarkers that can help predict its risk of
onset and severity.

Material and Methods

We collected saliva samples from 86 caucasian patients with Down
syndrome from the attendees of educational and occupational
therapy centers in the Galician region (Spain) from 2018 to 2019.
The participant selection process was performed by applying the
criteria of the “2017 World Workshop on the Classification of
Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions”. The study
group was distributed into patients with periodontal disease (n=50)
and patients with a healthy periodontium (N=36).

To perform a genome-wide association study (GWAS), all samples
were genotyped with the “Axiom Spanish Biobank™ array, which
contains 757,836 markers. The genetic data were subjected to
quality control procedure to ensure the reliability of the markers
and the genotyped individuals. Subsequently, we performed an
association analysis at the individual marker level using logistic
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regression, as well as an analysis at the gene level applying the
sequence kernel association test (SKAT). Lastly, the genes that
showed the best results (p<1.55 x 10°%) were included in a
pathway analysis using the free DAVID software.

The study was approved by the Research Ethics Committee of
Santiago-Lugo, Spain (Registration code: 2018/510).

Results

In the individual analysis, the following 5 markers showed a higher
probability: rs4315121 in C120rf74 gen (p=9.85 x 10°%°; OR, 8.84),
rs4814890 in LOC101930064 (p=9.61 x 10%; OR, 0.13),
rs1549874 in KBTBD12 (p=8.27 x 10™*; OR, 0.08), rs11060842 in
PIWIL1 (p=7.82 x 10™*; OR, 9.05) and rs62030877 in C160rf82
(p=8.92 x 10®; OR, 0.14). The analysis at the gene level once
again highlighted PIWIL1 along with MIR9-2, LHCGR, TPR and
BCR. At the signaling pathway level, there were 3 metabolic
pathways of interest: PI3K-Akt, long-term depression and FoxO,
all of which had nominal significance (p=1.3 x 10 %, p=5.1 x 10 %,
p=1.2 x 10 %, respectively).

Conclusions

The results of this study suggest that different metabolic pathways
are involved in the pathogenesis of periodontitis in DS, among
which PI3K-Akt stands out, which regulates cell proliferation and
has a primary role in the host's inflammatory response.
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Aa:
DM:
EA:
EP:

GWAS:

MAF:

PC:
PRS:

SD:
SNP:

ABREVIATURAS

aggregatibacter actinomycetemcomitans
diabetes mellitus

enfermedad de Alzheimer

enfermedad periodontal

estudio de asociacion del genoma completo (genome-
wide association study, por sus siglas en inglés)

alelo de menor frecuencia (minor allele frequency, por
sus siglas en inglés)

componentes principales

puntuacion de riesgo poligénico (polygenic risk score,
por sus siglas en inglés)

sindrome de Down

polimorfismo de un solo nucle6tido (single-nucleotide
poyimorphism, por sus siglas en inglés)
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL SINDROME DE DOWN

El sindrome de Down (SD) es la cromosomopatia mas
comun, con una prevalencia estimada de 1 caso cada 800 nacidos
vivos (Bull, 2020). Se caracteriza por un grado variable de
discapacidad intelectual y por un conjunto de alteraciones
sistémicas que incluyen entre otras problemas cardiacos, anomalias
hematoldgicas y endocrinopatias (Whooten et al., 2018). La
prevalencia del SD no esta relacionada con la ancestralidad, el
origen geografico, el contexto religioso/cultural o el nivel
socioecondémico (Agarwal Gupta & Kabra, 2014).

En la poblacién general, cada célula del cuerpo humano
presenta 46 cromosomas, pero en el caso del SD, todas o algunas
de sus células presentan una copia extra en el par 21, y esta
sobrecarga cromosdmica es responsable de las caracteristicas
fisicas y cognitivas que presentan estos individuos. Segun el tipo de
anomalia cromosémica que origina el cromosoma 21 adicional, el
SD se puede clasificar en 3 categorias:

e Latrisomia completa del 21. Es el tipo mas comdn, ya que
se identifica en el 95% de los casos. Se caracteriza porque
en cada célula corporal hay 47 cromosomas, por un fallo
en la segregacion cromosémica normal durante la meiosis
que conduce a la produccién de un gameto que contiene 2
copias del cromosoma 21. A pesar de que esto pueda
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ocurrir durante la formacion del oOvulo o del
espermatozoide, se considera que mas del 90% de las
trisomias del cromosoma 21 son de origen materno
(Agarwal Gupta & Kabra, 2014; Coppede, 2016).

Entre un 3 y un 4% de los casos de SD se producen por
una translocacion, en la que el cromosoma 21 adicional se
adhiere a otro cromosoma acrocéntrico, generalmente el
13, 14, 15 o 21. Las translocaciones mas comunes
involucran a los cromosomas 14 y 21. En estas
situaciones, se estima que en 2 de cada 3 casos la
translocacion es de novo, mientras que en 1 caso de cada 3
uno de los padres es portador (Agarwal Gupta & Kabra,
2014; Flores-Ramirez et al., 2015).

El mosaicismo se define como la presencia de 2 0 mas
lineas celulares en un individuo a partir de un solo ovulo
fertilizado. En estos casos de mosaicismo en el SD, no
todas las células tienen una copia extra del cromosoma 21,
algunas conservan la linea celular normal de 46
cromosomas y otros tienen lineas celulares de 47
cromosomas con un cromosoma 21 adicional. Estos
individuos pueden tener un fenotipo méas leve,
dependiendo de la extension y de la distribucion tisular de
la linea celular normal. Se han descrito 2 mecanismos
patogénicos para explicar el mosaicismo en el SD: La
primera propuesta es que después de la fertilizacion, un
cigoto normal con 46 cromosomas sufre un error mitético
temprano que resulta en una fraccion de células con
trisomia del 21; otra posibilidad que se sostiene es que sea
un embrion de SD el que sufre el error mitético, lo que
permite que algunas células conserven un cariotipo normal
(Agarwal Gupta & Kabra, 2014; Papavassiliou et al.,
2015).



Introduccién

En definitiva, la mayoria de los casos de SD no son
hereditarios, sino consecuencia de errores en la division celular
durante el desarrollo del dvulo, del espermatozoide o del embrién;
en el 88% de los casos se confirma el origen maternal, lo que
explica que en la mayor parte de la literatura que aborda los
factores de riesgo del SD se hable principalmente de los factores de
riesgo maternos (Karmiloff-Smith et al., 2016).

La asociacion entre la edad de la madre en el momento de la
concepcion y la trisomia completa del 21 se ha replicado en varias
poblaciones y en distintos periodos de tiempo, por lo que se
considera el Unico factor de riesgo confirmado en la gran mayoria
de los embarazos de SD (Morris et al., 2003). Los principales
mecanismos que se han propuesto para explicar este aumento de la
aneuploidia en funcion de la edad de la gestante fueron
compendiados por Rowsey et al. (Rowsey et al., 2013) e incluyen:

e Eventos que ocurren en el ovario fetal cuando el ovocito
entra en la profase meidtica, como los errores de
recombinacion.

e Eventos ocurridos durante la ovogénesis, como el
deterioro progresivo del ADN relacionado con la edad o la
degradacion de proteinas como la cohesina, necesarias
para la separacion de los cromosomas durante la mitosis.

e Eventos que ocurren durante las divisiones celulares
meidticas, como los condicionados por las variaciones
hormonales relacionadas con la edad.

e Una combinacion de eventos ocurridos en diferentes
etapas de la meiosis, como fallos de recombinacién en
etapas fetales de la ovogénesis, que harian que los
cromosomas fueran menos susceptibles a separarse.
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Teniendo en cuenta la compleja interacciéon entre factores
genéticos y ambientales, y dado que los errores pueden ocurrir en
diferentes etapas de la ovogénesis, se ha formulado una hipotesis
mas compleja que sostiene que la formacion, el desarrollo y la
supervivencia de un individuo con SD debe considerarse un evento
complejo que involucra modificaciones epigenéticas inducidas,
factores genéticos, interacciones entre genes y nutrientes, y una
seleccion de procesos que abarcan al menos 3 generaciones
diferentes, como son la abuela materna, la madre y el propio
individuo trisémico (Coppede, 2009, 2015).

En las Gltimas décadas, han mejorado sustancialmente tanto
el manejo de las complicaciones médicas inherentes al sindrome
como la calidad de vida de las personas con SD, aunque todavia
persisten algunos desafios como esclarecer definitivamente el
mecanismo bioldgico que secunda cada componente fenotipico del
sindrome (Antonarakis et al., 2020).

1.2 MANIFESTACIONES ORALES EN EL SINDROME DE
DOwN

El SD, ademas de generar discapacidad intelectual y un
retraso madurativo, también puede afectar al crecimiento y el
desarrollo craneofacial, dando lugar al fenotipo caracteristico de
estos pacientes (de Campos Gomes et al., 2020). Entre las
manifestaciones orofaciales mas prevalentes se incluyen la
macroglosia, las maloclusiones dentarias, la erupcion dental
retardada y la enfermedad periodontal (Mubayrik, 2016).

Una de las caracteristicas predominantes en el SD es la
presencia de maloclusiones, en especial de clase 1l (prognatismo),
posiblemente como consecuencia de la hipoplasia maxilar que
presentan, tanto en el plano horizontal como en el vertical, ya que
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Introduccién

su crecimiento tiende a interrumpirse a edades mas tempranas que
en la poblacion general (Ali¢ et al.,, 2011; Alkawari, 2021).
Asimismo, estos pacientes suelen presentar con mayor frecuencia
mordida abierta anterior y posterior que los individuos sin
discapacidad intelectual, y ademés, aunque no es un hallazgo
especifico del SD, en estos individuos se ha observado un aumento
en la frecuencia de mordida cruzada y de sobremordida
(AlSarheed, 2015; Ghaith et al., 2019). Segun un estudio publicado
recientemente en el que se analizaron las necesidades de
tratamiento ortoddncico en un colectivo de personas con SD, se
concluyé que el 82% de los individuos evaluados requerian de un
tratamiento precoz de ortopedia/ortodoncia con el fin de mejorar su
funcionalidad oral (Alkawari, 2021).

Uno de los factores comunes que podria favorecer la elevada
prevalencia de maloclusiones en personas con SD es la respiracion
oral, que se ha relacionado reiteradamente con la falta de desarrollo
maxilar y con la consecuente alteracién del patron de oclusion
(D’Onofrio, 2019; Oliveira et al., 2011). Se ha sugerido que uno de
los motivos por los que en el SD son especialmente frecuentes los
respiradores orales es la hipertrofia de las adenoides y de las
amigdalas palatinas, un hallazgo que también se ha corroborado en
estudios efectuados en la poblacion general no sindrémica (Morais-
Almeida et al., 2019; Ruy Carneiro et al., 2020).

Otro de los rasgos fenotipicos de estos pacientes que suele
referirse en la literatura es la morfologia del paladar duro. En un
estudio que se llevd a cabo en la Universidad de Santiago de
Compostela, en el que se analizaron diferentes dimensiones del
paladar duro de un grupo de personas con SD frente a un grupo
control no sindromico -utilizando imagenes obtenidas mediante
tomografia computarizada de haz cénico (CBCT, por sus siglas en
inglés), se concluyo que el paladar duro en el SD era mas estrecho
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que en el grupo control, pero la longitud anteroposterior y la altura
de la boveda palatina eran similares en ambos grupos (Abeleira et
al., 2015). En otro trabajo en el que los investigadores midieron el
paladar duro de bebés edéntulos con SD y lo compararon con un
grupo control no sindrémico, también concluyeron que el paladar
en el SD era considerablemente mas pequefio en las 3 dimensiones
que en el grupo control (Klingel et al., 2017).

La hipotonia muscular, particularmente de la musculatura
intrinseca de la lengua y de los musculos periorales y masticatorios,
también constituye una caracteristica habitual de la trisomia
(Guimaraes et al., 2008; Skrinjari¢ et al., 2004). En un estudio
publicado recientemente en el que se analizaron mediante
electromiografia de superficie los musculos masticatorios de
pacientes con SD y de controles neurotipicos, se concluy6 que los
niflos con SD tenian menores potenciales de actividad en los
musculos temporal y masetero durante las maniobras de
apretamiento (Szyszka-Sommerfeld et al., 2022). La lengua es
grande y estad protruida (macroglosia), aunque en ocasiones
corresponde a una pseudomacroglosia, cuando la lengua conserva
unas dimensiones normales pero su insercion en el suelo de la boca
esta anteriorizada o parece mayor de lo que es por las dimensiones
craneofaciales reducidas. La hipotonia, junto con la macroglosia se
consideran causas secundarias en la conformacion de un paladar
alto y estrecho, y en el desarrollo de mordidas abiertas
(Kaczorowska et al., 2019). Ademas, estas anomalias pueden
derivar en complicaciones como la dificultad para hablar o incluso
la obstruccion de la via aérea, por lo que estd especialmente
indicado iniciar un tratamiento temprano de fisioterapia y/o con
aparatologia ortopédica/ortodéncica, para ampliar las dimensiones
de la cavidad oral y permitir que la lengua se mantenga dentro de
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los limites que determinan las arcadas dentarias (Kaczorowska et
al., 2019b).

En un articulo focalizado en el analisis de los labios y los
tejidos blandos orales de los nifios con SD, se confirmo que la
anomalia méas frecuente era la lengua fisurada (prevalencia del
78%), seguida de las fisuras labiales (64%); se identificaron
diferentes patrones de fisuras en la superficie dorsal de los dos
tercios anteriores de la lengua; segun los autores de este estudio, la
aparicion de estas fisuras posiblemente esta relacionada con el
desarrollo, y en la mayoria de los casos la sequedad de la superficie
lingual es consecuencia de un habito de respiracion oral (Al-
Maweri et al., 2015).

También son muy habituales las anomalias dentarias como el
taurodontismo, la presencia de dientes conoides e impactados, asi
como una elevada prevalencia de agenesias dentales (Moraes et al.,
2007). En un metaandlisis publicado en 2016 (Palaska &
Antonarakis, 2016), se determind que la prevalencia de agenesias
dentales en los individuos con SD era del 54,6-58,5%; ademas,
estas suelen ser mas severas que en la poblacion general, lo cual
conduce a menudo a la existencia de oligodoncia (ausencia de 6 o
mas dientes en el mismo paciente); las agenesias mas habituales
incluyen los incisivos laterales maxilares, los segundos premolares
maxilares y mandibulares, y los incisivos mandibulares. Esta
hipodoncia puede ser un factor contributivo al desarrollo de la
hipoplasia maxilar mencionada con anterioridad, ya que en estudios
efectuados en la poblacion general se ha confirmado que las
personas con agenesias dentarias tienen acortada la longitud de la
base del craneo y un maxilar hipoplasico, lo que favorece la
tendencia a la clase Il esquelética y a una reduccion de la altura
facial (Palaska & Antonarakis, 2016). Esta relacion entre
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hipodoncia y maloclusion de clase Il de Angle también se ha
constatado en nifios con SD (van Marrewijk et al., 2016).

En las personas con SD todos estos rasgos especificos pueden
derivar en problemas de salud general, produciendo dificultades en
la masticacion, la comunicacion o incluso en la respiracion,
condicionando su calidad de vida y ampliando los requerimientos
de cuidados especializados (Scalioni et al., 2018). Asimismo,
muchas de las caracteristicas meédicas y fisiologicas de los
pacientes con SD mencionadas previamente tienen conexion
directa con la salud oral de los sujetos afectados (Shapira et al.,
1996; Elrefadi et al., 2022).

En cuanto al nivel de higiene oral de estos pacientes, en una
revision sistematica publicada en 2016 se observé que, en la
mayoria de los estudios, el nivel de higiene oral era peor en los
pacientes con diversidad funcional (SD o paralisis cerebral) que en
el grupo control (Diéguez-Pérez et al., 2016). En un trabajo
publicado recientemente, se confirmo que el estado de higiene oral
de los nifios con SD era extremadamente pobre y estaba
condicionado por factores como la edad del paciente, su coeficiente
intelectual y el nivel educativo de los padres (Goud et al., 2021).
Estos individuos suelen necesitar supervision durante las practicas
de higiene oral, y generalmente cuanto menor es el nivel de
colaboracion para el cepillado dental en casa, también es menor el
grado de cooperacion en la clinica dental para someterse a una
exploracién oral o cualquier procedimiento odontoldgico (Stensson
etal., 2021).

En un metaanalisis publicado en 2015, en el que se
comparaba la prevalencia de caries entre pacientes con SD y
controles no sindrémicos, se concluyé que los individuos con SD
tenian menos lesiones de caries que la poblacién general (Deps et
al., 2015). Sin embargo, en otra revision sistematica del 2016, no se
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identificaron diferencias en la prevalencia de caries entre ambos
grupos poblacionales (Moreira et al., 2016). En general, todas las
revisiones publicadas en los Ultimos afios coinciden en que los
niflos y adolescentes con SD tienen significativamente menos
caries que los individuos no sindrdmicos, aunque sus autores
sefialan algunos sesgos potenciales de sus propias investigaciones
como el disefio transversal de la mayoria de los estudios
seleccionados (Silva et al., 2020), la gran variabilidad en la
prevalencia entre unas series y otras (Bhoopathi et al., 2021), o la
heterogeneidad en la distribucion geogréafica de los participantes
(Martins et al., 2022).

Aun asumiendo que en la literatura cientifica persiste cierta
controversia residual en cuanto a la frecuencia de caries en la
poblacion con SD, existe practicamente una opinion unénime de
que los individuos con SD presentan una mayor susceptibilidad a
las enfermedades periodontales (Frydman, 2012).

1.3 LAENFERMEDAD PERIODONTAL EN LA POBLACION
GENERAL Y EN EL SINDROME DE DOWN

1.3.1 Definicion

La enfermedad periodontal (EP) es una condicion crénica
que se manifiesta como una respuesta inflamatoria del tejido
gingival que afecta a todos los tejidos de soporte del diente,
incluyendo el ligamento periodontal, el cemento radicular y el
hueso alveolar; en muchos pacientes esto puede resultar en la
destruccion del periodonto y, por lo tanto, en la pérdida prematura
de los dientes (Highfield, 2009). Las caracteristicas principales de
la EP incluyen la inflamacion gingival, la pérdida de insercion
clinica, la existencia de bolsas gingivales con una profundidad de
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sondaje patolodgica, la evidencia radiografica de pérdida Osea, la
movilidad dentaria, el sangrado al sondaje y la migracion dentaria
patoldgica (Papapanou et al., 2018).

En general, la EP cronica suele afectar a adultos y esta
relacionada principalmente con la presencia de placa bacteriana y
el acimulo de calculo; su progresion es lenta, aunque puede
presentar periodos de exacerbacion. Ademas, determinados factores
de riesgo ambientales como fumar, un estilo de vida sedentario o la
presencia de enfermedades sistémicas como la diabetes, pueden
impactar en la severidad de la EP. Por el contrario, existe una
forma mas agresiva de EP que acostumbra a verse en pacientes
jévenes (< 25 afos), tiene un patrén de agregacion familiar y su
caracteristica primordial es la rapida destruccion del tejido de
insercion y del hueso de soporte, sin la exigencia de depositos
bacterianos relevantes, detectdndose en muchas ocasiones en
individuos sanos y sin patologia sistémica (Kumar, 2019). Esta
diferenciacion principal entre EP cronica y agresiva, asi como otras
formas de presentacion como las enfermedades periodontales
necrotizantes o los abscesos periodontales, fueron categorias
taxondmicas definidas rigurosamente por Armitage en 1999
(Armitage, 1999); sin embargo, en el afio 2017 se llevo a cabo una
reunion de consenso entre las Asociaciones Americana y Europea
de Periodontitis, donde propusieron una nueva clasificacion en la
que la periodontitis cronica y la agresiva se consideraron EP con
diferentes grados de severidad (Papapanou et al., 2018).

1.3.2 Prevalencia

A nivel mundial se calcula que la prevalencia de la EP
cronica es del 45-50%, mientras que su forma mas grave se ha
diagnosticado en el 11,2% de la poblacion, considerandose en 2014
la sexta enfermedad humana més comun (Kassebaum et al., 2014).
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En EEUU se han descrito cifras similares, ya que se estima que la
EP afecta a mas del 40 % de los adultos y su forma mas severa se
puede observar en un porcentaje en torno al 11% (Kwon et al.,
2021). En un estudio epidemioldgico publicado en 2020,
concluyeron que la prevalencia global de la EP aumentaba con la
edad, y que esto podia deberse a que la poblacién longeva
acostumbra a tener una higiene oral pobre, en buena parte como
consecuencia de la escasez de programas especificos para la
promocion de la salud oral dirigidos especificamente a este grupo
de personas (Nazir et al., 2020).

En cuanto a los factores de riesgo confirmados, existe una
estrecha relacién entre EP y consumo de tabaco, estimandose que
este habito nocivo incrementa un 85% la incidencia de EP
(Alwithanani, 2023). En numerosos estudios se ha confirmado que
los pacientes fumadores experimentan una progresion mas rapida
de la enfermedad, asi como la pérdida de un mayor nimero de
dientes que los no fumadores, y ademas las tasas de éxito del
tratamiento de la EP -tanto quirdrgico cono no quirdrgico- son
peores en los pacientes que fuman, mientras se incrementa la
probabilidad de recurrencias (Kanmaz et al., 2021).

Otro factor de riesgo relacionado con la EP es la diabetes
mellitus (DM), la enfermedad sistétmica mas prevalente e
investigada entre las que predisponen a la EP e incrementan su
severidad, especialmente en personas con DM de larga duracion vy,
en particular, en pacientes con un control pobre de esta
endocrinopatia (Wu et al., 2015). Los efectos negativos de la DM
sobre el periodonto pueden manifestarse a edades tempranas,
afectando incluso a nifios y adolescentes con DM tipo 1 o 2 (Lalla
et al., 2007). La relacion entre EP y DM es bidireccional, ya que la
EP crénica también puede tener un efecto negativo sobre el control
metabolico en individuos con DM, al aumentar la carga
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inflamatoria y la resistencia a la insulina (Lalla & Papapanou,
2011). En una revision sistematica publicada en 2020, se concluyd
que un tratamiento periodontal adecuado mediante tartrectomia y
raspado y alisado radiculares, tenia un impacto sustancial en los
pacientes con DM tipo 2, tanto en el grado de control metabdlico
como en la reduccion de la inflamacion sistémica (Baeza et al.,
2020).

La investigacion periodontal ha avanzado en muchos
frentes, particularmente en el contexto de la relacion entre la
periodontitis y las enfermedades sistémicas. Este estrecho vinculo
aboga por una intervencion precoz y universal para combatir la
periodontitis; un tratamiento temprano, sencillo y de bajo costo,
podria contribuir a controlarla, aunque habria que evaluar su
eficacia para reducir la incidencia y la severidad de la EP en
grandes poblaciones de personas médicamente comprometidas
como, por ejemplo, los individuos con SD. La posibilidad de que la
EP intervenga en la etiopatogenia de enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedad de Alzheimer, resultados
adversos del embarazo y otras enfermedades graves, proporciona
un argumento convincente para tratar a todos los pacientes con EP
(Slots, 2019).

Los individuos con SD tienen una prevalencia de
periodontitis mayor que la observada en la poblacion general y en
otros colectivos con discapacidad intelectual, ya que en algunas
series se describe en mas del 90% de los pacientes con SD menores
de 30 afios (Cutress, 1971). La periodontitis en estos pacientes
debuta a una edad temprana y es generalizada, de progresion rapida
y severa (Ferreira, et al., 2016).
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1.3.3 Etiopatogenia

Al analizar la etiopatogenia de la EP en el SD, se ha sugerido
qgue podrian estar implicadas algunas causas locales como una
higiene oral pobre, la macroglosia, la morfologia dentaria,
determinadas anomalias del tejido gingival y las particularidades de
la saliva (Amano et al., 2008). Sin embargo, estos argumentos han
sido desplazados de forma progresiva por la disbiosis bacteriana,
por factores inflamatorios e inmunoldgicos, y por una especial
susceptibilidad genética.

1.3.3.1 Disbiosis bacteriana

El desarrollo de la EP se inicia por la accién de los
microorganismos presentes en la placa dental, en la que ya se han
identificado mas de 800 especies bacterianas (Lourengo et al.,
2014). A dia de hoy no se conoce con exactitud qué especies
periodontopatogenas -particularmente entre los anaerobios Gram-
negativos - pueden llegar a ser mas virulentas, y se ha sefialado que
probablemente ninguno de estos microorganismos pueda
considerarse causal per se, sino que provocan un desequilibrio o
dishiosis de la biopelicula microbiana (Pérez-Chaparro et al.,
2014).

Las bolsas periodontales que caracterizan a la EP pueden
actuar como reservorios de patdgenos microbianos y de sus
productos, asi como de mediadores inflamatorios e
inmunocomplejos que pueden diseminarse a otras localizaciones
del cuerpo humano por la proximidad anatomica entre la
biopelicula periodontal y los capilares sanguineos (Han & Wang,
2013). Ademas, estas bolsas periodontales proporcionan un
ambiente de crecimiento anaerdbico y rico en nutrientes que
favorece la supervivencia y la proliferacion de los patogenos
periodontales (Wolf & Lamster, 2011).
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La microbiota periodontal es altamente compleja y juega un
papel importante en el establecimiento de la salud periodontal y en
el desarrollo de periodontitis. Esta microbiota comprende
principalmente especies bacterianas residentes comensales, que han
coevolucionado para colonizar la cavidad oral humana (Aas et al.,
2005). Sin embargo, la existencia de una gran variedad de
determinantes ecoldgicos en el ecosistema oral, puede proporcionar
condiciones Optimas para el establecimiento de microorganismos
que no se consideran residentes habituales de la microbiota bucal.
Este tema es controvertido, ya que hasta la fecha no se ha
dilucidado definitivamente si estas especies son meramente
contaminantes 0 miembros transitorios, pero definitivamente se ha
demostrado que pueden colonizar la microbiota oral (Ohara-
Nemoto et al., 2008; Vieira Colombo et al., 2016; Zuanazzi et al.,
2010).

A diferencia de las infecciones bacterianas clésicas, en la
mayoria de los casos de EP la diversidad de la microbiota aumenta
a medida que progresa la enfermedad. Las bacterias mas virulentas
dafan los tejidos solo si estan presentes en concentraciones
elevadas y durante periodos de tiempo considerables. En un estudio
publicado por Mombelli en 2018, se concluyd que una excepcion la
representaba una determinada subespecie de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), que podria ser considerado como un
verdadero patogeno en individuos particularmente susceptibles
(Mombelli, 2018).

Los patdgenos periodontales pueden tener un impacto
sistémico a través de una variedad de mecanismos, entre los que se
incluyen la bacteriemia causada por la incorporacion de patdgenos
periodontales a la circulacion sistémica, o las endotoxinas
(lipopolisacéridos) que forman parte integral de la pared de las
bacterias periodontopatogenas (Madianos et al., 2013). Los agentes
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bacterianos considerados como los principales responsables del
desarrollo de EP en la poblacién general son Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia y Aa, aunque
en estudios metagendmicos se ha sefialado que en la EP puede estar
involucrada una amplia variedad de microbiota (Hajishengallis et
al., 2012).

El desencadenante inicial de la periodontitis es el acimulo de
placa bacteriana, en la que se ha demostrado de forma irrefutable la
presencia de Porphyromonas gingivalis, un anaerobio Gram-
negativo que es un patdégeno subyacente clave en la etiologia de la
EP cronica (Parahitiyawa et al., 2010). Se considera un patégeno
oportunista generalmente escaso, pero las respuestas inflamatoria e
inmunitaria del huésped ante la presencia de determinadas
comunidades bacterianas, tienen la capacidad de modificar el
entorno subgingival, lo que hace que estos patdgenos poco
abundantes se conviertan en las bacterias dominantes de la pelicula
microbiana, alterando la homeostasis entre los microorganismos
simbioticos y el huésped, y promoviendo el desarrollo de la EP
(Abdi et al., 2017).

En estudios de carécter prospectivo, se ha confirmado que las
formas més agresivas de EP en la poblacion general se asocian con
una colonizacion por determinados subtipos de Aa, a los que se
atribuye un papel principal tanto en la aparicion como en la
progresion de la periodontitis (Haubek et al., 2008). En algunos
estudios se ha identificado un perfil de microbiota relativamente
constante en sujetos con EP agresiva, en contraste con la forma
crénica de la periodontitis (Haubek, 2010). En un estudio publicado
por Monteiro et al., se concluy6 que los nifios con formas agresivas
de EP, ademaés de exhibir condiciones clinicas peores derivadas de
una higiene oral mas deficiente, presentaban mayores
concentraciones de Aa y un mayor grado de inflamacién gingival
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marginal (Monteiro et al., 2015). Otra de las especies bacterianas
aislada con mayor frecuencia en la EP severa es Porphyromonas
gingivalis (Amaliya et al., 2015). Asimismo, otros patdgenos como
Parvimonas micra y Filifactor alocis, se han identificado como
colonizadores habituales en nifios con una destruccion periodontal
severa (Shaddox et al., 2012), y la asociacién de Aa, Filifactor
alocis y Streptococcus parasanguis se ha relacionado con la
aparicion de EP agresiva y pérdida 0sea alveolar (Fine et al., 2013).
Por el contrario, otros estudios no han confirmado el predominio de
Aa en pacientes con EP agresiva, por lo que, a pesar de los
esfuerzos para determinar la importancia de cada especie bacteriana
en la etiopatogenia de la EP, el papel de los microorganismos
todavia no se ha esclarecido definitivamente (Faveri et al., 2008). A
pesar de todas estas contribuciones microbioldgicas, algunos
autores han sefialado que las formas crénica y agresiva de EP no se
pueden diferenciar en base a patdgenos periodontales especificos,
sugiriendo que la composicion de la biopelicula microbiana es
similar en ambas formas de presentacion de la periodontitis
(Mombelli et al., 2002).

El papel de los virus en la etiologia de la EP todavia es mas
controvertido, ya que se ha comprobado que la terapia antiviral
reduce la profundidad de las bolsas y la inflamacion, pero en los
ensayos publicados se combind con el tratamiento mecanico
convencional (Fu et al., 2014). Se ha demostrado que el
herpesvirus puede modificar la evolucién de la periodontitis y
ejercer su potencial patogénico a través de diferentes mecanismos,
bien operando solo o bien en combinacion con bacterias; esta
interaccion entre virus y bacterias puede ser bidireccional, ya que
se han reconocido algunas enzimas y otros productos inductores de
inflamacion de origen bacteriano que a su vez activan a los
herpesvirus (Tonoyan et al., 2019).
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Con respecto a la etiopatogenia de la EP en individuos con
SD, se considera un factor esencial la presencia de una flora
subgingival diferente de la que exhibe la poblacion general, por
ejemplo con una mayor presencia de Streptococcus gordonii,
Streptococcus mitis y S. Streptococcus oralis -microorganismos
precursores que inician la colonizacion temprana- o de Treponema
socranskii -una especia bacteriana asociada con la destruccion
severa del tejido periodontal- (Khocht et al., 2012). Recientemente,
se ha sugerido que en el microbioma subgingival de los pacientes
con SD con periodontitis son particularmente abundantes
Porphyromonas spp. y Tannerella spp., pero también nuevos
patdgenos que han sido poco estudiados hasta la fecha como los
géneros Filifactor, Fretibacterium y Desulfobulbus (No6voa et al.,
2020).

Se ha demostrado que los pacientes con SD tienen indices
clinicos de salud/enfermedad periodontal significativamente peores
que otros sujetos con discapacidad intelectual, asi como una
composicién diferente en cuanto a bacterias periodontopatégenas,
siendo  Tannerella forsythia 'y  Actinomyces naeslundi
significativamente méas prevalentes en todas las edades, mientras
que Porphyromonas gingivalis, Aa, Campylobacter rectus,
Prevotella intermedia y Capnocytophaga sputigena se detectan con
mayor frecuencia en adolescentes y adultos jovenes (Contaldo et
al., 2021)

Finalmente, independientemente de si se estudia en la
poblacién general o en individuos con SD, la etiopatogenia de la
EP no parece depender Unicamente de la composicién bacteriana
subgingival, sino también de la respuesta inflamatoria e inmunitaria
que provoca la colonizacion bacteriana a nivel del surco gingival
(Page & Kornman, 1997).
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1.3.3.2 Factores inflamatorios e inmunolégicos

En la actualidad, la EP se considera una enfermedad
inflamatoria crénica compleja, con progresion no lineal, en cuya
etiopatogenia participan varios factores que desempefian roles
especificos e interactian entre si, condicionando la respuesta
inmunoldgica del individuo (Loos & Van Dyke, 2020). EI huésped
mantiene una relacion simbiotica con el microbioma oral para
conservar la homeostasis, cuya alteracion puede generar una
hiperrespuesta inflamatoria que provoca cambios en la ecologia del
entorno subgingival, estableciendo unas condiciones especialmente
favorables para el sobrecrecimiento bacteriano que potenciaria la
evolucion de la EP (Loos & Van Dyke, 2020).

La cavidad oral es un entrono microbioldégico muy rico,
colonizado por una gran diversidad de especies bacterianas, que en
condiciones de salud mantienen un equilibrio dindmico con el
sistema inmunitario del huésped. Cuando este equilibrio se
perturba, los patdgenos oportunistas, incluidos los periodontales, se
vuelven dominantes (Wolf & Lamster, 2011).

Como ya hemos sefialado, uno de los patégenos que se
considera especialmente relevante en la infeccion del tejido
periodontal es Porphyromonas gingivalis, una especie bacteriana
que puede destruir directamente el periodonto al secretar agentes
toxicos como lipopolisacaridos, gingipainas y pili. Estos factores de
virulencia contribuyen a evadir el sistema de defensa inmunitario
del huésped, alterando la regulacién de las células inmunitarias
innatas, las citoquinas y otros factores solubles y, como hemos
comentado, destruyendo los tejidos periodontales. (Mysak et al.,
2014). Especificamente, estos factores de virulencia pueden activar
una amplia gama de células inmunitarias del huésped a nivel de los
tejidos periodontales, desencadenando una respuesta inmunitaria
local y provocando que las células defensivas liberen numerosos
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mediadores inflamatorios que ocasionaran dafios secundarios en el
tejido periodontal (Jia et al., 2019).

En diversos estudios se ha demostrado que la gingipaina
secretada por P. gingivalis puede regular a la baja la produccion de
interleuquina-2 y atenuar la proliferacion de células T. Ademas,
también es capaz de degradar los receptores celulares CD4 y CDS8,
y de minimizar la activacion de estas células (Hajishengallis et al.,
2013; Khalaf & Bengtsson, 2012).

La respuesta inflamatoria del huésped como elemento
esencial en la etiopatogenia de la EP, estd mediada principalmente
por leucocitos polimorfonucleares -especialmente neutrofilos-,
monocitos, macrdfagos, y linfocitos T y B (Campbell et al., 2016).
La caracterizacion de los linfocitos T en el tejido gingival sano ha
permitido corroborar un predominio de células T colaboradoras
CD4+, seguidas de las células T citotoxicas CD8+. Estas células
desempefian un papel fundamental en las respuestas inmunitarias
adaptativas y realizan actividades reguladoras importantes para el
mantenimiento de la integridad del tejido gingival, al mantener
bajos niveles de inflamacién en condiciones homeostaticas (Jia &
Wou, 2014). Cuando las células T se activan son responsables de la
produccion de  moléculas  efectoras, como citoquinas
proinflamatorias o antiinflamatorias y moléculas citotoxicas; estas
células pueden ademas producir citoquinas como IL-10 y TGF-$,
que tienen la capacidad de suprimir la osteoclastogénesis (Dutzan
et al., 2016). En algunos estudios se ha sugerido que en nifios con
SD ya se detectan altos niveles de citoquinas implicadas en
procesos de inflamacion sistémica, con efectos importantes en la
regulacion de la respuesta inmune como TNF-o e IFN-y (Nateghi
Rostami et al., 2012).

Hace mas de 50 afios se advirtio que las bacterias orales
estimulaban la activacion de los linfocitos en pacientes con EP
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leve, mientras que esa activacion se suprimia en pacientes con
formas mas graves de periodontitis (lvanyi & Lehner, 1970).
Posteriormente, se observo que las células T de los pacientes con
EP expresaban una capacidad de proliferacion reducida, lo que
sugiere una respuesta deficiente de las células T durante el
desarrollo de la enfermedad (Cole et al., 1987). En articulos
posteriores se sugiri6 que un subtipo de células T CD4+, las
denominadas células Treg, se asociaba a homeostasis 6sea incluso
en presencia de inflamacion local, por lo que se insinud que este
tipo celular podia estar relacionado con la falta de progresion de las
lesiones de gingivitis, incluso después de largos periodos de
exposicion a biopeliculas de naturaleza bacteriana (Arizon et al.,
2012). Otro tipo de células T, las células T yo epiteliales,
representan la principal poblacion de células T en los tejidos
epiteliales y son cruciales para mantener la homeostasis tisular;
estas células producen una citoquina llamada anfirregulina, que se
ha relacionado con los procesos de cicatrizacion de heridas y que
también podria limitar el desarrollo de la EP (Krishnan et al.,
2018); se ha sugerido que este tipo de células puede regular la
produccion de osteoclastos, y su supresion se ha relacionado con un
aumento de la inflamacion gingival y con alteraciones en la
composicion del biofilm, favoreciendo la diversidad microbiana
(Wilharm et al., 2019).

Los linfocitos B o células B, forman parte del componente
humoral del sistema inmunitario adaptativo y estan especializados
en la secrecion de anticuerpos y citoquinas, asi como en la
presentacion de antigenos (Cerutti et al., 2012). Su relevancia en la
patogenia de la periodontitis y en particular de la pérdida 0sea, ha
sido bien establecida en la literatura (Chen et al., 2022).

Algunos hallazgos apuntan a que los linfocitos T y B
activados representan una de las principales fuentes de expresion
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de RANKL en el tejido periodontal enfermo; RANKL es una
proteina de membrana perteneciente a la familia TNF -factor de
necrosis tumoral- que desempefia un papel importante en la
resorcion ésea de etiologia inflamatoria y cuya expresion suele
estar aumentada en las diferentes formas de periodontitis (Hienz et
al., 2015).

Se ha confirmado que los individuos con SD presentan
defectos inmunitarios, lo que favorece la aparicién de infecciones
mas severas en este colectivo; aunque la afectacion de los
componentes del sistema inmune es variable, las alteraciones mas
contrastadas son la quimiotaxis defectuosa de los neutréfilos y la
exigua respuesta de la inmunidad humoral. Ademas, en este tipo de
pacientes se ha descrito una reduccion cuantitativa de determinadas
subpoblaciones linfocitarias como las células T y B, que se sitdan
por debajo del percentil 10 en casi el 90% de los nifios con SD y
por debajo del percentil 5 en el 60% de ellos, lo que puede llegar a
condicionar la concentracion total de linfocitos, resultando en una
linfopenia leve o incluso moderada, que hace que estos pacientes
sean particularmente propensos a la aparicion de infecciones
atribuibles a defectos en el sistema inmunitario, como la EP (Ram
& Chinen, 2011a). En un estudio en el que se analizaron los
diferentes estadios de maduracion de las ceélulas B de sangre
periférica de individuos con SD y en un grupo control no
sindromico, se confirmo que existia una disminucion del nimero de
células B en todas las etapas madurativas en las personas con SD,
particularmente de las células B virgenes (Verstegen et al., 2010).

Los neutrofilos también desempefian un papel primordial en
el desarrollo de la EP y representan la principal subpoblacion de
leucocitos que se reclutan en el surco gingival y en las bolsas
periodontales (Delima & Van Dyke, 2003). Histéricamente, los
polimorfonucleares neutréfilos se han asociado con actividades
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antimicrobianas en infecciones agudas, pero recientemente se ha
confirmado que también son células con funciones criticas en los
procesos inflamatorios crénicos (Hajishengallis, 2020). Su
presencia contribuye a la preservacion de un periodonto sano,
mientras que en los casos de periodontitis se ha confirmado que
existe una desregulacion de los neutréfilos que puede ocasionar
dafio tisular a través de la liberacion de moléculas toxicas, agentes
inflamatorios o proteasas que degradan los tejidos (Ryder, 2010).

En una revision publicada en 2020, se demostréo que la
presencia de los neutrofilos era necesaria para llevar a cabo
importantes funciones inmunomoduladoras, mientras que su
ausencia en el periodonto conducia a una sobreproduccion
desregulada de interleuquina-17, provocando un proceso
inflamatorio que desembocaba en la pérdida dsea; en este mismo
estudio, se confirm6é que las formas agresivas de EP se
relacionaban con una deficiencia de adhesion leucocitaria de tipo 1,
que expresaba una desregulacion de la respuesta inmunolégica del
huésped (Hajishengallis, 2020).

En un estudio publicado hace méas de 30 afios por Izumi et al.,
ya se apuntaba que en pacientes con SD y EP la quimiotaxis de los
neutrdfilos estaba significativamente alterada cuando se comparaba
con la de un grupo de controles sanos (Izumi et al., 1989). Este
hallazgo se confirmo en publicaciones posteriores, 1o que permitié
sugerir que podia contribuir al agravamiento de determinadas
condiciones orales de etiologia infecciosa y a la progresion
temprana de la EP en este tipo de pacientes (Yavuzyilmaz et al.,
1993). Afios mas tarde, se ratificd que en las personas con SD
existia frecuentemente un defecto en la funcionalidad de los
neutrofilos, que se traducia en una menor actividad fagocitica en
comparacion con la exhibida por individuos no sindrémicos
(Licastro et al., 2005).
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En definitiva, se considera que en el SD hay un menoscabo
del sistema inmunitario con una desregulacion que afecta tanto al
sistema innato como al adaptativo, con defectos en la maduracion
de las células T y en la funcionalidad de las células B, y con un
estado pro-oxidativo con altos niveles de especies reactivas del
oxigeno; este sistema inmunitario debilitado podria favorecer la
colonizacion por patdgenos periodontales y resultar en una timida
respuesta por parte de las células de defensa -con niveles de
anticuerpos suboptimos-, conduciendo a una disbiosis bacteriana y
a respuestas inflamatorias locales graves que favorecen el
desarrollo de la EP con fenotipos mas severos en este tipo de
pacientes (Huggard et al., 2020; Khocht & Albandar,
2014).Huggard et al., 2020;Huggard et al., 2020;

En las ultimas décadas, se ha confirmado que los individuos
con SD son particularmente proclives a desarrollar una demencia
prematura que remeda la enfermedad de Alzheimer (EA) (Zigman
et al.,, 2008). Se ha sugerido que las infecciones cronicas -en
particular en base a la carga bacteriana- y el estado inflamatorio
qgue provocan, podrian estar implicados en la patogenia del
Alzheimer, aunque los mecanismos intrinsecos que gestionan esta
relacion adn no se han aclarado definitivamente. Kamer et al.
propusieron que la EP podria afectar a la progresion de la demencia
en personas con SD, ya que los pacientes con esta afectacion suelen
presentar formas severas y agresivas de periodontitis, que
ocasionan una importante inflamacién local y esta a su vez podria
derivar en neuroinflamacién y deterioro cognitivo (Kamer et al.,
2016). Recientemente, se ha confirmado que algunos marcadores
inflamatorios son particularmente sensibles para discriminar el
deterioro cognitivo leve en adultos con SD, y para distinguir a las
personas con SD y demencia de las cognitivamente estables
(Petersen et al., 2020).
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Por altimo, también se ha especulado que puede existir cierta
asociacion entre la presencia de EP y el riesgo de cancer. Algunos
autores han sugerido que esta relacion podria deberse a que en
muchas ocasiones la EP se acompafa de edentulismo prematuro,
condicionando la masticacion de alimentos duros y fibrosos como
las frutas y las verduras, que son ricos en agentes antioxidantes, y
que en consecuencia pueden llegar a excluirse de la dieta
(Wiseman, 2008). Ademas, las frutas y las verduras sin almidon
estan asociadas con un menor riesgo de ciertos tipos de cancer,
como los de la cavidad oral, faringe, es6fago, estbmago y pulmén,
mientras que las dietas altas en calorias se consideran
proinflamatorias, ya que se relacionan con niveles méas altos de
proteina C reactiva e interleuquina-6 (Namazi et al., 2018). Otros
factores relevantes en la etiopatogenia del cancer son los cambios
epigenéticos de la E-caderina y de la ciclooxigenasa-2, que se han
constatado en la EP crénica, que expresan inflamacion crénica y
que podrian reflejar una destruccion tisular irreversible similar a los
efectos del cancer. Por lo tanto, en cierta medida, la EP cronica
podria estar asociada con una hipermetilacion del ADN, que a su
vez estd implicada en los procesos de carcinogénesis (Loo et al.,
2010).

1.3.3.3 Susceptibilidad genética

En la actualidad, la EP se considera una enfermedad
compleja caracterizada por su etiologia multifactorial en la que
participan agentes ambientales, microbiologicos, inmunoldgicos y
de susceptibilidad genética (Sedghi et al., 2021). En el ambito de
los factores genéticos, una de las hipdtesis mas refrendadas, es que
la variabilidad genética humana ocasiona una respuesta
inflamatoria no protectora que interactia con la biopelicula
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comensal normal, provocando cambios microbianos disbidticos y
signos clinicos caracteristicos de la EP (Offenbacher et al., 2016).

Como resultado de varios estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS) -que permiten testar miles de polimorfismos en
todo el genoma-, se ha sugerido que en la poblacion general existen
variantes (alelos) en algunos genes particularmente asociadas con
la periodontitis, aunque muy pocos se consideran verdaderos
factores etiopatogénicos. En el Unico estudio de GWAS realizado
hasta la fecha en poblacion general espafiola en el que se estudio la
periodontitis en su fenotipo mas agresivo segln la vigente
clasificacion de EP (Papapanou et al., 2018), no se identificaron
polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) que satisficieran criterios
de significacion, pero se identificaron 8 marcadores con un grado
de evidencia sugestivo de asociacion con la periodontitis (de Coo et
al., 2021). Uno de ellos, el gen SIGLECS, ya habia sido reportado
en estudios de GWAS previos y se habia relacionado con formas
agresivas de EP (Munz et al., 2017).

Por el contrario, aunque en la poblacion con SD se especula
que el factor genético podria estar estrechamente relacionado con la
gran prevalencia de EP y su presentacién méas agresiva, hasta la
fecha no se ha publicado ningun estudio de GWAS que aborde esta
tematica en este colectivo de pacientes, y en consecuencia no se
conocen con exactitud qué variantes 0 genes podrian estar
involucrados. En un estudio de genes candidatos realizado en 2020
en el que se analizaron 92 genes relacionados con procesos
inflamatorios para estudiar la pérdida de implantes en un grupo de
pacientes con SD, 6 genes (PLCG2, ALOX5, LTAH4, VCAM1,
PLA2G2A y PLA2G10) alcanzaron significacion estadistica al
comparar el genoma de pacientes con EP que habian perdido algun
implante frente al de los pacientes que no habian perdido ninguno;
sin embargo, en este mismo estudio, ninguno de esos mismos genes
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alcanzé significacion estadistica al comparar a los individuos con
SD y EP frente a los SD sin EP (Baus-Dominguez et al., 2020).

En otro trabajo mas reciente, también de genes candidatos, se
compararon pacientes con SD y EP que habian perdido algun
implante frente a pacientes con SD y periodonto sano cuyos
implantes habian permanecido intactos; de los 93 genes analizados
que guardaban relacién con la respuesta inflamatoria y el
mecanismo de osteointegracion, 5 tenian una expresion alterada;
todos ellos formaban parte de alguna de las vias de sefializacion
que participan en el metabolismo 6seo, lo que podria explicar la
importante tasa de pérdida de implantes observada en los pacientes
con SD (Baus-Dominguez et al., 2023).

Aunque la predisposicion genética parece ser un factor
determinante tanto para la aparicion como para la progresion de la
EP, con estimaciones de heredabilidad de hasta un 50% en la
poblacion general, las bases genéticas de esta enfermedad compleja
comun todavia no se han determinado completamente y se ha
sugerido que deberian analizarse con mas profundidad en
poblaciones particularmente susceptibles (de Coo et al., 2021;
Michalowicz et al., 2000).

1.4 PUNTUACION DE RIESGO POLIGENICO

Como venimos hablando, el SD ha sido relacionado con
multiples enfermedades sistémicas como cardiopatias, la DM, la
EA, problemas hematoldgicos como mayor predisposicion a
presentar leucemia, hipotiroidismo, etc. Es decir, estos individuos
presentan mayor probabilidad de presentar estas patologias, al igual
que sucede con la EP. (Abanto et al., 2011)
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La esperanza de vida de las personas con SD ha aumentado
considerablemente gracias a la mejora de la atencion médica,
superando los 60 afios de edad. Debido a esto han surgido
comorbilidades relacionadas con la edad en este grupo,
particularmente la EA. El riesgo de padecer esta enfermedad a lo
largo de la vida en personas con SD es ahora superior al 90% y es
una de las principales causas de muerte en esta poblacion. (Dubois
etal., 2014)

La fuerte asociacion entre el SD y la EA tiene una base
genética a través del gen de la proteina precursora del amiloide
(AP), que se encuentra en el cromosoma 21 y se sobreexpresa en
personas con SD. En consecuencia, el SD ahora se conceptualiza
como una forma de EA determinada genéticamente, similar a su
forma autosdmica dominante. (Dubois et al., 2014)

A su vez la EA se ha visto relacionada con la EP y existe una
hipdtesis que explica que la precipitacion de B-amiloide podria ser
causada por procesos inflamatorios, tanto con contextos
subinflamatorios locales como con contextos inflamatorios
periféricos, especialmente cuando es estimulada por bacterias
gramnegativas como las que representan los factores etioldgicos de
la periodontitis. (Dioguardi et al., 2020)

Los GWAS han revolucionado el estudio de enfermedades
complejas y la heredabilidad de rasgos al identificar loci genéticos
significativos en todo el genoma asociados con fenotipos
especificos. Actualmente, decenas de miles de asociaciones
genéticas estdn implicadas en enfermedades o rasgos con
importancia para todo el genoma y se han descubierto asociaciones
adicionales a través de meta-analisis. (Buniello et al., 2019)

Los estudios de GWAS son eficaces para identificar
asociaciones de locus y rasgos genéticos individuales. Sin embargo,
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los resultados de GWA por si solos no pueden determinar la
responsabilidad genética total de un rasgo determinado en un
genoma de interés. Para ello, una herramienta interesante son las
puntuaciones de riesgo poligénico, (PRS, por sus siglas en inglés
Polygenic Risk Scores) que utilizan estadisticas resumidas de
GWAS para cuantificar el riesgo genético agregado de una
enfermedad o rasgo en funcion de todas las variantes genéticas
asociadas presentes en un genoma. (Choi et al., 2020; Page et al.,
2022)

Las puntuaciones de riesgo poligénico son la suma ponderada
del riesgo conferido por multiples SNPs asociados a enfermedades,
es decir, puede estimar la predisposicion genética que presenta un
sujeto a padecer una enfermedad o un rasgo concretos. (O’Sullivan
et al., 2022). Para la construccion de una PRS se requiere una
muestra descubrimiento, en la que se realiza un GWAS; los
resultados de dicho analisis aportan el listado de SNPs y sus pesos
(tamafo de efecto, el coeficiente de regresion del analisis de
asociacion realizado) para construir el PRS. Como muestra
descubrimiento se puede usar un conjunto de datos propio 0, mas
frecuentemente, los resultados de un GWAS (0 meta-anélisis) ya
publicado. El PRS disefiado se aplica entonces a la muestra diana,
un conjunto de individuos genotipados en los que se calcula el
valor cuantitativo de dicho PRS. Es decir, la muestra
descubrimiento permitirad estimar el efecto individual y el nivel de
asociacion de las variantes que se incluiran en la PRS y la muestra
diana aportara la informacion genotipica necesaria para generar una
PRS para cada uno de los sujetos de estudio. Estas dos muestras
son diferentes ya que se obtienen a partir de individuos distintos.
(Lewis & Vassos, 2020)

Las PRS se calculan individualmente para cada sujeto de la
muestra diana utilizando la suma de los alelos de riesgo que porta
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cada uno, ponderados por su correspondiente efecto. Los sujetos de
la muestra control presentaran 0, 1 o 2 alelos de riesgo segln sean
homocigotos para el alelo protector, heterocigotos u homocigotos
para el alelo de riesgo. En estudios con fenotipo caso-control, el
tamafio del efecto de cada SNP incluido en el modelo se define
como el logaritmo natural de la OR obtenida en la muestra
descubrimiento, normalmente a partir de un GWAS 0 un meta-
analisis. Es decir, para cada individuo la PRS se calculara

utilizando la siguiente férmula, donde i” hace referencia al

individuo concreto en el que realizamos el calculo, “j” es un SNP
de un conjunto de “m” SNPs asociados con el fenotipo de interes,
[Pl

g” es el nimero de alelos de riesgo para un determinado SNP que

porta el individuo y “B” es el tamafio de efecto del SNP en cuestion
(InOR):

PRSi =X7%1 9iB;

Un PRS puede ser aplicado (incluso en la préactica clinica)
para inferir el riesgo del mismo fenotipo a partir del cual se cred.
Pero, especialmente en investigacion, también puede aplicarse un
PRS de riesgo de un fenotipo sobre una muestra diana en la que se
evalua el riesgo de un fenotipo distinto; de esta forma se analiza la
base genética compartida de ambos fenotipos/enfermedades.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La EP es wuna enfermedad compleja particularmente
prevalente entre las personas con SD, en las que con frecuencia se
expresa con un fenotipo agresivo. Ademas de la consabida
repercusion de la EP en la cavidad oral, se ha especulado que este
estado inflamatorio cronico puede acarrear consecuencias en otras
localizaciones de la economia, participando incluso en procesos de
neurodegeneracion o de carcinogénesis epigenetica.

Aun asumiendo la etiologia multifactorial de la EP, en la que
tradicionalmente han acaparado especial protagonismo la disbiosis
bacteriana, la respuesta inmunoldgica y los mediadores inflamatorios,
en los Ultimos afios ha cobrado un especial interés la susceptibilidad
genetica. Las bases genéticas de la EP todavia no se han determinado
completamente en la poblacion general y la mayoria de los estudios
publicados hasta la fecha se limitan al andlisis de genes candidatos y/o
incorporan sesgos metodoldgicos sustanciales.

Tras determinar la prevalencia de EP en un colectivo de
pacientes con SD, el objetivo principal de este trabajo es detectar
variaciones génicas asociadas a la presencia de periodontitis en
personas con SD realizando un estudio de asociacion del genoma
completo (en inglés, GWAS), para identificar genes de susceptibilidad
y biomarcadores que permitan predecir su riesgo de aparicion, lo que
ademas podria proporcionar nueva informacion sobre los mecanismos
moleculares y genéticos que influyen en el inicio y la progresion de la
periodontitis agresiva.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. GRUPO DE ESTUDIO

El grupo de estudio lo constituyeron 139 individuos con SD,
75 hombres y 64 mujeres, con un rango de edad de entre 12 y 53
afios, pertenecientes a la “Federacion Galega de Institucions para a
sindrome de Down - Down Galicia” (Espafia). Todos ellos
satisfacian los siguientes criterios de inclusion:
e Diagnostico de SD confirmado genéticamente.
e Edad > 12 afios.
e Grado de colaboracion suficiente para realizar la
exploracion y la toma de muestras orales.
e Disponer de un consentimiento informado firmado por
los participantes o, en su caso, por sus tutores legales.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion de Santiago-Lugo (referencia 2018/510, ver Anexo
I11) y se llevo a cabo entre noviembre del 2018 y diciembre del
2019. Todos los participantes fueron informados de la naturaleza y
objetivo del estudio y se solicito la firma del preceptivo
consentimiento informado para su participacion en el mismo (ver
Anexo V). Si el participante era menor de edad o presentaba un
grado de dependencia >1, fueron los progenitores o en su defecto el
tutor legal, los encargados de autorizar su participacion en el
estudio y firmar dicho consentimiento. Todos los participantes se
incorporaron al estudio de forma voluntaria.
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3.2 EXPLORACION ORAL

Se recogié informacion relacionada con la demografia
(asociacién de procedencia, edad y sexo), habitos nocivos,
comorbilidades y farmacoterapia; asimismo se realiz6 una
anamnesis y una exploracion odontoldgica basica, incluyendo un
periodontograma. La exploracion clinica fue realizada por un Gnico
examinador utilizando una fuente de luz artificial, un espejo
intraoral y una sonda periodontal CP-11 (aplicada ejerciendo una
fuerza no superior a los 20-25g). Para recopilar todos estos datos se
utilizaron las hojas de registro incluidas en el apartado de Anexos
de este documento (ver Anexo I).

Para minimizar la duracion de la exploracion esta se limit6 a
los 6 “dientes de Ramfjord” (Ramfjord, 1959). Los dientes
seleccionados incluyen: los primeros molares definitivos maxilar
derecho y mandibular izquierdo, los primeros premolares maxilar
izquierdo y mandibular derecho, y los incisivos centrales maxilar
izquierdo y mandibular derecho. En estos dientes se determiné la
presencia de placa bacteriana, la profundidad de las bolsas, el
sangrado al sondaje y las recesiones. Estas determinaciones se
efectuaron en las 4 superficies de cada uno de los dientes
mencionados (vestibular, palatino/lingual, mesial y distal). En caso
de no estar presentes en boca se recurria a uno de los dientes
adyacentes en el mismo sextante.

El estado periodontal se evallo en base a los registros de los
6 dientes propuestos por Ramjford, cuya utilidad para determinar el
denominado “indice de enfermedad periodontal” ya se ha
confirmado previamente (Rams et al., 1993). Para poder establecer
el diagndstico de periodontitis, se registraron las siguientes
variables clinicas:

- La presencia de placa dental visible se empled para

determinar el indice de placa (IP) (O Leary, 1972).
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- La recesion (RC). Se definio como la distancia desde el
margen gingival a la linea amelo-cementaria.

- La profundidad de sondaje (PS) se considerd la distancia
en milimetros desde el margen gingival al fondo de la
bolsa periodontal.

- El sangrado al sondaje (SS) se registrd6 de forma
dicotomica a los 15-30 segundos de retirar la sonda
periodontal del fondo de la bolsa (Ainamo & Bay, 1975).

Para clasificar a los participantes por su biotipo periodontal se
aplicaron los criterios del “2017 World Workshop on the
Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions”(Papapanou et al., 2018; Albandar et al., 2018) que
definen la periodontitis como una pérdida de insercion clinica en la
zona vestibular de > 3 mm con bolsas de > 3 mm en 2 0 mas dientes
0 una perdida de insercion clinica interdentaria en 2 0 mas dientes no
adyacentes.

Para poder aplicar un disefio de estudio de casos y controles,
se seleccionaron solo los participantes con un fenotipo periodontal
extremo, bien con un diagnostico claro de periodontitis -que
representaron los casos- o bien con un periodonto sano -que
representaron los controles-. El resto de los participantes fueron
finalmente excluidos, ya que exhibian cierto grado de gingivitis que
hacia imposible incluirlos de forma concluyente en alguno de los
dos grupos definidos.

3.3 RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE
SALIVA

A todos los participantes se les tom6 una muestra de saliva no
estimulada utilizando el sistema ORAcollect® DNA system OCR-
100 (DNA Genotek Inc., Kanata, Ontario, Canada). Para ello se
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aplico el siguiente protocolo, que reproduce las instrucciones del
fabricante:

1.

Colocar el hisopo en la boca.

2. Frotar 10 veces las encias inferiores hacia delante y atrés.
3.
4

. Sostener el tubo en posicion vertical y desenroscar el

Repetir estos movimientos en el lado opuesto de la boca.

tapon del tubo.

Invertir el tapdn, insertar el hisopo en el tubo y cerrarlo
herméticamente.

Invertir el tubo tapado y agitarlo enérgicamente 15 veces.

. Conservacion a temperatura ambiente hasta la realizacién

de la extraccion de ADN.

3.3.1 Extraccion y cuantificacion del ADN

Las muestras se mantuvieron estables y se almacenaron a
temperatura ambiente, hasta que se trasladaron a la Fundacion
Publica Galega de Medicina Xenomica (Hospital Clinico
Universitario de Santiago de Compostela, Spain), donde se realizé
la extraccion del ADN aplicando protocolos estandar (DNA
Genotek, 2018):

1.
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Incubar las muestras a 50°C en una incubadora de aire
durante 2 horas.

Transferir 500 uL de la muestra mezclada a un tubo de
microcentrifugado de 1,5 mL.

Afadir 20 pL de PT-L2P al tubo y mezclar durante unos
segundos usando un agitador.

Incubar en hielo durante 10 minutos.



10.

11.

12.

13.

Material y métodos

Centrifugar a temperatura ambiente durante 5 minutos a
13.000 rpm.

Transferir con cuidado el sobrenadante claro con una
pipeta a un tubo de microcentrifuga limpio. Desechar las
impurezas.

Afadir 600 puL de etanol al 100% a temperatura
ambiente. Mezclar suavemente invirtiendo 10 veces.
Dejar la muestra a temperatura ambiente durante 10
minutos para permitir la precipitacion completa del
ADN.

Colocar el tubo en la micocentrifugadora y centrifugar a
temperatura ambiente durante 2 minutos a 13.000 rpm.
Retirar el sobrenadante con cuidado ayudandose de una
pipeta y desecharlo.

Afadir 250 pL etanol al 70% para eliminar los
inhibidores residuales. Dejarlo durante 1 minuto a
temperatura ambiente y después retirar el etanol sin
agitar la pastilla.

Afiadir 50 puL de agua MQ para disolver la pastilla de
ADN. Mezclar mediante un agitador durante 5 segundos.
Congelacion del ADN.

Pasadas aproximadamente 24 horas se realizd la

cuantificacion del ADN de cada una de las muestras para conocer
la concentracion de ADN vy la pureza del mismo.

A continuacion, se prepararon las placas de genotipado.

Para ello se normalizan las muestras a 10mg/ul y luego se toman
20 ul de cada muestra. En cada placa caben 96 pocillos donde se
incluyen las muestras al azar.
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3.3.2 Genotipado de las muestras

Se denomina genotipado de SNPs a la serie de
procedimientos utilizados para analizar el ADN de una persona
con el propésito de inferir el genotipo (la combinacion de alelos)
que presenta en cada uno de los SNPs incluidos en el array. Ya
que la gran mayoria de los SNPs genotipados son bialélicos (alelo
A, alelo B, siendo A y B cualquiera de los 4 posibles nucleétidos,
A, G, C o T), el genotipo que puede presentar un individuo en esa
posicion es homocigoto para el alelo A (dos copias del alelo A,
genotipo AA) o B (BB) o heterocigoto (una copia de cada alelo,
AB).Tras el proceso de genotipado se obtendrd una matriz de
datos (individuos x SNPs) cuyo contenido serd el genotipo que
muestra cada individuo del estudio en cada uno de las posiciones
genotipadas.

El genotipado de estas muestras se llevo a cabo utilizando el
Axiom Spain Biobank Array (ThermoFisher Scientific), aplicando
el protocolo del fabricante (Axiom™ 2.0 Assay Manual
Workflow). Este array es un panel que contiene 757,836
marcadores e incluye 50,536 variantes raras seleccionadas en la
poblacion espafiola. Esto fue realizado en la misma Fundacion Pablica
Galega de Medicina Xendmica en base al protocolo de Axiom
de Affimetrix, el cual es consultable a través de su pagina web:

https://www.affymetrix.com/support/downloads/manuals/axiom_assay user manual.pdf
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3.4 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO

3.4.1 Control de calidad

Para realizar el control de calidad de los marcadores genéticos,
al tratarse de personas con SD, se excluy6 del analisis el cromosoma
21 para evitar resultados dificilmente interpretables. Ademas,
también se decidié eliminar el cromosoma 14, ya que, tal y como
comentamos en introduccion, algunos casos de SD se deben a la
translocacion de material genético entre los cromosomas 14 y 21; si
bien esta traslocacion no es tan frecuente como la trisomia, al no
conocer el cariotipo de los individuos incluidos en el estudio y
teniendo en cuenta la baja N se prefirio evitar el ruido y los
artefactos técnicos que estos individuos podria meter en el andlisis.

Posteriormente, se efectud un control de calidad estandar de
los datos de genotipado utilizando el software Plink v1.90p (Purcell
et al., 2007) y se excluyeron del analisis los marcadores con una tasa
de genotipado inferior al 98% y aquellos que se desviaban del
equilibrio Hardy Weinberg (p<0.001). No se excluyeron marcadores
en funcién de la MAF (minor allele frequency) porque se utilizaran
en algunos analisis posteriores. De las 139 muestras genotipadas
todas mostraron una tasa de valores perdidos inferior al 2%.

También se evalud la existencia de estratificacion en la
poblacion de estudio mediante el analisis de componentes
principales (PCA, por sus siglas en inglés Principal Components
Analysis). (Price et al., 2006) Este es un método estadistico
multivariante que en el contexto de un estudio GWAS se realiza
para evaluar (y corregir si es el caso) la existencia de diferencias
genéticas de base entre la poblacion de casos y de controles.
Consiste en crear nuevas variables no correlacionadas a partir de un
subconjunto de SNPs independientes. Los componentes resumen
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la mayor cantidad posible de varianza original, de mayor a menor
proporcion, en orden decreciente. Todas las muestras de individuos
que se desviaron mas de 5 desviaciones tipicas del valor medio del
componente principal 1(PC1) o del componente principal 2 (PC2)
fueron eliminadas. De esta manera se puede comprobar que no
existan diferencias genético — poblacionales entre casos Yy
controles. En este estudio tras realizar el analisis de componentes
principales se eliminaron 9 muestras (2 de las cuales resultaron
formar parte de los casos).

Aplicando estos criterios de control de calidad se
seleccionaron finalmente el total de 86 muestras que fueron
incluidas en el estudio (50 de casos y 36 de controles) y 695,612
marcadores.

3.4.2 Andlisis de asociacion

3.4.2.1 Andlisis a nivel de SNP

La asociacion genética para cada SNP (marcador con
MAF>1%) se analizd mediante regresion logistica utilizando el
software estadistico R v2.8. (R CoreTeam, 2018). Se empled como
variable dependiente el status caso/control, codificandose como 1
para casos y O para los controles, y se incluyé en el modelo de
regresion el SNP codificado bajo el modelo genético dominante, en el
que se agrupan los heterocigotos y homocigotos para el alelo menor y
se comparan con el genotipo homocigoto frecuente. Solo se testd este
modelo genético debido al limitado nimero de muestras disponibles
ya que, al agrupar en una categoria a todos los portadores del alelo de
menor frecuencia, los recuentos observados no son tan bajos como en
otros modelos, lo cual daria problemas a nivel estadistico. Como
covariables en el modelo de regresion logistica se emplearon el sexo y
la edad (caso/control= SNPx + edad + sexo).
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3.4.2.2 Andlisis a nivel de gen

Los andlisis de asociacion a nivel de gen se realizaron en R
con la libreria SKAT. Para evaluar el efecto combinado de
variantes comunes y variantes raras se utilizo el Sequence Kernel
Association Test (SKAT) (lonita-Laza et al., 2013), con 3 enfoques
diferentes: adjudicando el mismo peso para todas las variables
(SKAT wal), adjudicando el peso de las variables que se propone
defecto, un peso que es inversamente proporcional a la MAF de las
variantes, (SKAT), y aplicando un método de colapso mas simple,
el burden test (BURDEN).

Todas las alternativas del analisis SKAT se ajustaron para las
covariables sexo y edad. Ademés, se aplicd una correccion
multitest utilizando un umbral de Bonferroni conservador, que
garantizaba un nivel de significacion de o= 0.05.

3.4.2.3 Andlisis a nivel de pathway

El andlisis de vias de sefalizacion o pathways es un método
utilizado actualmente para el andlisis de datos genémicos y, si bien
se ha utilizado con frecuencia en estudios de expresion, también se
ha popularizado su uso a partir de resultados de GWAS,
priorizando un lista de genes en funcion de los resultados de los
analisis a nivel de gen.

Para efectuar el andlisis de pathways en este estudio se
empled la herramienta The Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovey v6.8 (DAVID), que permite el andlisis e
integracion de datos bioldgicos, permitiendo la identificacion de
interacciones entre genes.

Se testaron todos los “focus genes” con significacién nominal
(p<0.05) en los analisis a nivel de gen. Para ello se incluy6 una lista
con estos genes obtenida a partir del andlisis a nivel de gen y como
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resultado se obtiene una lista de las vias enriquecidas en los genes
de interés, clasificadas por su p-valor y por el nimero de genes de
la lista implicados, es decir, el software identifica en qué rutas hay
una sobre-representacion de los genes del listado, para asi poder
entender la patogenia de la periodontitis.

3.5 PUNTUACION DE RIESGO POLIGENICO

3.5.1 Modelo de riesgo poligenico

En el presente trabajo se llevd a cabo un solo modelo de
riesgo poligénico, para comprobar la asociacion de nuestra muestra
con un listado de SNPs, obtenidos a partir de un meta-analisis
donde estudiaron la EA, enfermedad que se ha visto altamente
asociada y con una gran prevalencia en individuos con SD.

Como muestra descubrimiento se utilizaron los datos del
trabajo llevado a cabo por Kunkle et al en 2019. Este estudio fue
Ilevado a cabo en tres fases pero en el presente trabajo se utilizaran
los resultados del meta-analisis de las fases 1 y 2. En la fase 1 la
muestra de individuos total era de 63.926 procedentes del
International Genomics of Alzheimer Project (IGAP) y la fase 2
incluia 18.845 individuos procedentes de diversos centros presentes
en 10 paises (Espafa, lItalia, Suecia, Reino Unido, Alemania,
Grecia, Bélgica, Finlandia, Hungria y Estados Unidos). Por lo
tanto, la muestra total suponia 82,771 individuos de los cuales
30.344 eran casos con EA y 52.427 controles. En total fueron
empelados 21 marcadores con significacion identificados en este
meta-analisis. (Tabla 1)

Como muestra diana se utilizo la serie utilizada en esta tesis
formada por 50 casos (con EP) y 36 controles (sin EP) de individuos
con SD. Para evaluar la capacidad del PRS de EA de predecir el
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riesgo de periodontitis en la muestra diana se realiza, de forma
analoga al estudio de asociacion, una regresion logistica (caso/control)
incluyendo en el modelo la variable PRS y las covariables.

Tabla 1. Lista de los 21 SNPs seleccionados para el calculo de la PRS

SNP Chr | Posicion (bp)* Gen AE| P-valor OR (IC, 95%)
rs4844610 1 207802552 CR1 A 3,6 x10%[1,17 (1,13 -1,21)
rs6733839 2 | 127892810 BIN1 T(2,1x10%(1,20 (1,17 - 1,23)
rs10933431 | 2 | 233981912 INPP5SD | G |3,4x10% (0,91 (0,88 - 0,94)
rs9271058 6 32575406 |HLA-DRB1| A [1,4x107°| 1,10 (1,07 - 1,13)
rs75932628 | 6 41129252 TREM2 | T [2,7x107"5|2,08 (1,73 - 2,49)
rs9473117 6 47431284 CD2AP | C |[1,2x 10| 1,09 (1,06 - 1,12)
rs12539172 | 7 | 100091795 NYAP1 | T [9,3x107°|0,92 (0,90 - 0,95)
rs10808026 | 7 143099133 EPHA1 | A [1,3x107"°|0,90 (0,88 - 0,93)
rs73223431 | 8 27219987 PTK2B | T [6,3x 10| 1,10 (1,07 - 1,13)
rs9331896 8 27467686 CLU C |4,6 x102*| 0,88 (0,85 - 0,90)
rs7920721 10 | 11720308 ECHDC3 | G |2,3x 10| 1,08 (1,05 - 1,11)
rs3740688 11 47380340 SPI1 G |5,4x10"|0,92 (0,89 - 0,94)
rs7933202 | 11 59936926 MS4A2 | C |1,9x 107" (0,89 (0,87 - 0,92)
rs3851179 | 11 85868640 PICALM | T |6,0x107°| 0,88 (0,86 - 0,90)
rs11218343 | 11 | 121435587 SORLT | C [2,9x107"?|0,80 (0,75 - 0,85)
rs593742 15 | 59045774 ADAM10 | G |1,3x10%7|0,93 (0,91 - 0,96)
rs7185636 | 16 | 19808163 IQCK | C |8,4x 100,92 (0,89 - 0,95)
rs62039712 | 16 | 79355857 WWOX | A |3,7x 10| 1,16 (1,10 - 1,23)
rs138190086 | 17 | 61538148 ACE A |7,5x10% (1,32 (1,20 - 1,45)
rs3752246 | 19 1056492 ABCA7 | G |3,1x10" (1,15 (1,11 -1,18)
rs6024870 | 20 | 54997568 CASS4 | A |3,5x10% 0,88 (0,85 - 0,92)

Abreviaturas: SNP: polimorfismo de un Unico nucleétido; chr: cromosoma; bp: pares de
bases; AE: alelo de efecto; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza,

*Posicién cromosémica basada en la version del genoma hg19/GRCh37
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3.5.2 Imputacion

Para el calculo de la PRS se emple6 como muestra diana las
86 muestras de nuestro estudio. Lo primero que realizamos para
poder llevarlo a cabo fue imputar los marcadores que se quieren
incluir en el calculo y no se encontraban presentes en el Axion
Spanish Biobank Array.

La inferencia de los haplotipos de cada muestra (phasing) fue
realizada con SHAPEIT v2.r904 (Delaneau & Zagury, 2012). La
imputacion fue llevada a cabo utilizando la herramienta IMPUTE2
v2.3.2 (Howie et al., 2011) empleando como panel de referencia la
fase 3b37 del proyecto 1000 Genomas (Sudmant et al., 2015). La
imputacion fue realizada siguiendo las recomendaciones de uso de
IMPUTEZ2: tamafio de chunk® de 5Mb con un buffer® de 1 Mb y un
tamafio efectivo de la poblacion (Ne)° de 2x1004. Tras la
imputacién solo se tuvieron en cuenta para los analisis posteriores
las asignaciones de genotipo (calls) con porcentaje de llamada >
90% vy las variantes imputadas con una puntuacion de calidad de
imputacién (INFO, imputation quality score) mayor a 0,8.

El proceso de imputacion implicaba un gran coste
computacional por lo que se llevO a cabo gracias al sistema
FinisTerrae-1l del Centro Tecnoldxico de Supercomputacion de
Galicia (CESGA).

3.5.3 Célculo de puntuaciones de riesgo poligénico

Para el célculo de las puntuaciones de riesgo poligénico de
nuestro modelo se utilizd la funcion “-- score” de PLINK v1.90
(Purcell et al., 2007).. Las variantes que fueron imputadas y
obtuvieron una puntuacion de calidad de imputacion (INFO)
inferior a 0,8 no fueron incluidas en la PRS.
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4. RESULTADOS

4.1. HISTORIA CLINICA Y EXPLORACION ORAL

En la tabla 2 se recogen los diferentes datos demograficos y
las condiciones sistémicas de todos los participantes en el estudio,
incluyendo los que posteriormente fueron excluidos por no
presentar un fenotipo periodontal extremo. Las patologias con
mayor prevalencia en el grupo de estudio en su conjunto fueron el
hipotiroidismo (n= 19) y las cardiopatias (n= 9) -donde se
incluyeron casos de cardiopatia congénita, soplos no filiados e
insuficiencia cardiaca-.
fueron la leucemia, la diabetes y la enfermedad de Hirschprung.

Otras enfermedades menos prevalentes

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y condiciones sistémicas del grupo de
estudio, en base al fenotipo periodontal.

Fenotipo periodontal

Grupo
total Con EP Sin EP | Gingivitis
Edad en afos (mediazd.e.) 24,9+7,4 27,2+7,2 26,8+7,1 | 21,4+5,5
Sexo Mujeres (46) 8 (34,6) 7 (47,2) 9 (56,9)
n (%) Hombres 75 (54) 4 (65,4) 9 (52,8) 2 (43,1)
Cualquiera 4 (17,3) 0(19,2) | 11 (30,5) 3(5,9)
Condicion | c5rdiopatia 9 (6,5) 5 (9,6) 12,8 | 35,9
sistémica
n (%) Hipotiroidismo 9 (13,7) 2 (3,8) 10 (27,8) 7 (13,7)
Otras 8(5,8) 3(5,8) 3(8,3) 2(3,9)

Abreviaturas: d.e., desviacién estandar; EP, enfermedad periodontal
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En la tabla 3 se detallan los registros relativos al estado
periodontal. Todos los valores resultaron mas elevados en los casos
con EP. Finalmente, considerando fenotipos periodontales
extremos, 52 individuos (37,4%) cumplian criterios de EP y 36
(25,8%) tenian un periodonto sano; los 51 individuos restantes
(36,6%) se excluyeron por tener un fenotipo periodontal menos
definido (gingivitis).

Tabla 3. Diagnostico periodontal.

Grupo total Fenotipo periodontal
Con EP Sin EP Gingivitis
PS 2,39 2,72 2,07 2,13
RC 0,08 0,14 0,02 0,02
IP 59,5 71,2 41,8 68,3
SS 21,9 32,2 7,7 25,3

Abreviaturas: PS, profundidad de sondaje; RC, recesion gingival; IP, indice de
placa; SS, sangrado al sondaje

4.2 ANALISIS DE DATOS

4.2.1 Control de calidad

Partimos de un total de 139 muestras de individuos con SD,
de los cuales se pudo obtener datos con fenotipos extremos de
periodontitis en 52 de ellos y otros 36 presentaban claramente un
periodonto sano, segun los criterios del “2017 World Workshop on
the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions” (Papapanou et al., 2018),(Albandar et al., 2018). El
namero de variantes del array inicial era de 757836 marcadores.
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Una de las muestras fue eliminada por estar duplicada y 9
muestras fueron eliminadas por desviarse mas de 5sd del valor
medio del PC1 o PC2 y tras ello las muestras no mostraron
evidencias de estratificacion y se obtuvo una poblacion lo més
homogeénea posible. (Fig. 1)

o)
W

o)
N

Figura 1: Plot PC1*PC2 identificado utilizando el software estadistico R v2.8

Tras el control de calidad realizado con PLINK, el nimero
de variantes y de individuos se redujo a 86 muestras (50 de casos y
36 de controles) y 695,612 marcadores.

4.3 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO

4.3.1 Andlisis a nivel de SNP

En la tabla 4 se detallan los resultados de los SNPs que
mostraron una mayor asociaciéon con periodontitis (p<5x10™)
obtenidos con el modelo dominante. De estos “top SNPs”, en base
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a los valores del odds ratio (referido siempre al alelo de menor
frecuencia), dos serian considerados de riesgo (rs4315121 y
rs11060842) y los otros tres protectores (rs4814890, rs14497874 y
rs6203877). Sin embargo, ninguno de estos SNPs lleg6 a alcanzar
un valor de asociacion significativo a nivel de GWAS (p<5 x 10'®),
ni tampoco evidencia clara de asociacién (p<5 x 10°).

Tabla 4. Top SNPs asociados

Alelo | N OR Genotipos
Marcador Gen CHR | menor | total | P V3O | (c1 95%) | (Dd+dd/DD)
8.84 .
rs4315121 |C120rf74 12 |7 87 |9.85x10%[(3.03- |FD:42/9

25.77) HP: 15/21

0.13
PD: 18/
rs4814890 |LOC101930064 | 20 |T 87 19.61x 107 |(0.05- . 8/33
0.35) HP: 29/7

0.08

PD: 4/47
-5 R
rs1549874 |KBTBD12 3 |G 87 18.27x107|(0.02 HP: 18/18

0.29)

9.05 ,
rs11060842 | PIWIL1 12 |C 86 |7.82x10°|(2.99- |0 4/7
27.33) | HP:16/19

0.14

PD: 10/41
5 _
rs62030877 | C16orf82(upstr)| 16 |C 87 18.92x107|(0.05 HP: 23/13

0.38)

CHR: cromosoma, OR: odds ratio, Cl: intervalo de confianza, DD: homocigotos
frecuentes, (Dd+dd): portadores del alelo raro, PD: enfermedad periodontal (casos), HP:
periodonto sano (controles).

4.3.2 Analisis a nivel de gen

En la tabla 5 se muestran los resultados de los genes que
mostraron mejor resultado en el analisis a nivel de gen (p<5x10)y
el modelo de test y pesos con el que se obtiene. Tras efectuar la
correccion multitest, ninguno de estos focus genes alcanzd el
umbral de significacion de 2.7x10°® para 18,520 genes analizados.
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Tabla 5. Genes con mayor significacion tras los resultados de SKAT

Gen N marcadores (test) P valor SKAT
PIWIL1 47 (44) 1.90 x 10° SKAT w1
MIR9-2 22(22) 3.76 x 10°° Burden
LOC101929147 26( 25) 3.93x10° SKAT w1
LHCGR 42 (35) 1.04x 10 SKAT
LOC101928304 38 (35) 1.33x 10 SKAT
TPR 32 (15) 1.51 x 10 SKAT w1
BCR 43 (30) 1.55x 10 Burden
DERL2 8 (3) 1.76x 107 SKAT
CLRN1-AS1 37 (32) 1.97x 107 Burden
LOC285501 32 (32) 1.97x 10 SKAT
ACVRL1 14 (4) 2.07x 10 Burden
PLCXD3 52 (49) 2.50x 10 SKAT w1
MIR15A 7 (7) 2.61x 10 Burden
AKR1D1 33 (24) 3.03x 10 SKAT w1
CDHR4 16 (6) 3.07x 10™ Burden
LSM8 28 (27) 3.21x 10 SKAT w1
CCDC60 96 (86) 3.30x 10 SKAT w1
CDCA2 76 (61) 3.32x 10™ SKAT w1
GNA12 50 (49) 3.34x 10 Buden
LOC646762 11 (10) 3.57x 10 SKAT w1
COA4 3(3) 3.70x 10™ SKAT
MCHR1 17 (15) 4.48x 10™ SKAT
CACNG8 25 (23) 4.91x 10™ SKAT
BBS12 44 (23) 4.92 x10* SKAT

SKAT: SKAT con valores por defecto SKAT w1: SKAT con los mismos pesos
para todas las variantes; BURDEN: Burden test.

79




MARIA FERNANDEZ CASADO

4.3.3 Andlisis de vias de sefializacion

En la tabla 6 se detalla la lista de pathways o vias de
sefializacion resultante tras el andlisis con el software DAVID de
todos los genes que mostraron un valor p<0.05 en el analisis SKAT a
nivel de gen (N=2464 genes). Se obtuvieron 22 rutas donde existia
una sobre-representacion (p<0.05) de los genes incluidos en el
andlisis; las que resultaron de mayor interés fueron Long-term
depression (15 genes de los incluidos en el andlisis sobreexpresados),
Fox O signaling pathway (25 genes de los incluidos en el analisis
sobreexpresados) y especialmente PI3K-Akt signaling pathway, con

53 genes de los incluidos en el analisis.

Tabla 6. Pathways con significancia nominal tras el analisis con el software DAVID

Pathway Genes (N) | P valor

Long-term depression 15 5.1 x 107
FoxO signaling pathway 25 1.2 x 10
PI3K-Akt signaling patway 53 1.3 x 10
Glutamatergic synapse 22 1.3x 102
Rap1 signaling pathway 35 1.5x 1072
VEGF signaling pathway 14 1.5 x 102
Platelet activation 24 1.6 x 10
Malaria 12 1.7 x 107
Eph kinases and ephrins support platelet agreggation 5 1.7 x 10°2
Fat digestion and absorption 10 2.4x 107
Ras signaling pathway 36 2.5 x 1072
T cell receptor signaling pathway 19 2.6 x 1072
Hepatitis B 25 2.9x 1072
Wnt signaling pathway 24 3.0x 1072
Circadian entrainment 18 3.1x 1072
Primary bile acid biosynthesis 6 3.3x 107
Fc epsilon RI signaling pathway 14 3.4x 102
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 24 3.4x 107
Rho-selective Guanine Exchange Facto AKAP13 Mediates 5 3.6 x 1072
Stress Fiber Formation

Fatty acid degradation 10 3.8x 1072
Oxytocin signaling pathway 25 4.1x10*
TGF-beta signaling pathway 16 4.2x10*
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A continuacion, se muestran las 3 vias de sefializacion con
mayor significacion con los genes involucrados marcados: Long-
term depression (figura 2), FoxO signaling pathway (figura 3) y
PI3K-Akt signaling patway (figura4).

LONG-TERM DEPRESSION I

Pukinge cell
Parallel floer Glutamatergic it
synapse \
————— ~
|
|
(R }-»0=f] !
L s
o tion
090 i (PD) bystem
o |
s )I |
|
0% o ! I
o© -7 |
Glutarmate |
; |
v
Perallel flber AMPARs
Phosphorylation
Internalization
A
|
Cludbing fiber | /g N I
AMPARI“—® O ignaling I
o / pathway |
o (o}
02 o s |
o o Glatamate [E GhR G |
0.0 |
& !
|
|
e | |
|
I
l IGF1 I —® Endocytosis
04730 10023115

(c) Kanetusa Laboratories

List genes are shown in red

Figura 2. Pathway de Long-term depression identificada mediante el
software DAVID. Los genes destacados con estrella sefialan los genes del
pathway que estan sobrerepresentados en nuestro analisis.

CRF codifica un miembro de la familia del factor liberador de corticotropina. 82R
codifica una proteina asociada a la unién adhesiva de la superfamilia beta-catenina y esta
implicado en el desarrollo del cerebro y los ojos y en la formacién de cancer. IGF1R se
une al factor de crecimiento similar a la insulina con alta afinidad y tiene actividad
tirosina quinasa. GUCY codifica una guanilato ciclasa especifica de la retina, que es
miembro de la familia de las guanilil ciclasas de membrana. Ras hace referencia a un
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conjunto de interruptores-reguladores moleculares muy importantes en una gran variedad
de rutas de transmision de sefiales celulares que controlan diferentes fendémenos:
integridad del citoesqueleto; proliferacién, diferenciacion, adhesion y migracion celular y
la apoptosis. G se expresa en células placentarias derivadas del feto. PLA2 Cataliza la
hidrolisis del enlace éster acilo del &cido graso sn-2 de los fosfoglicéridos, liberando
acidos grasos libres y lisofosfolipidos, y se cree que participa en la regulacion del
metabolismo de los fosfolipidos en las biomembranas. PP2A esta implicado en el control
negativo del crecimiento y la division celular. RyR codifica un receptor de rianodina que
se encuentra en el muasculo esquelético. PKC es una familia de proteinas quinasas
especificas de serina y treonina y sirven como receptores principales de ésteres de forbol,
una clase de promotores tumorales.
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TGFBR codifica una proteina quinasa de serina/treonina, las mutaciones en este gen se
han asociado con el sindrome de aneurisma adrtico de Loeys-Dietz. IGF1R se une al
factor de crecimiento similar a la insulina con alta afinidad y tiene actividad tirosina
quinasa. Homer codifica un miembro de la familia homérica de proteinas dendriticas, las
cuales regulan la funcién del receptor metabotréfico de glutamato del grupo 1. IRS
codifica una proteina que es fosforilada por la tirosina quinasa del receptor de insulina.
PI3K es oncogénico y se le ha implicado en el cancer de cuello uterino. Ras hace
referencia a un conjunto de interruptores-reguladores moleculares muy importantes en una
gran variedad de rutas de transmision de sefiales celulares que controlan diferentes
fenémenos: integridad del citoesqueleto; proliferacion, diferenciacion, adhesion y
migracion celular y la apoptosis. AMPK es un sensor del estado energético celular.
MST1 tiene un receptor que es la tirosina quinasa RON, que tras su activacion estimula la
motilidad ciliar de las células pulmonares epiteliales ciliadas. CK1 activa la actividad de
la proteina serina/treonina quinasa. P38 desempefia un papel importante en las cascadas
de respuestas celulares provocadas por estimulos extracelulares, como las citocinas
proinflamatorias o el estrés fisico. FOXO participa en el crecimiento y la diferenciacion
miogénica. SKP2 se establece como un protooncogén causalmente implicado en la
patogénesis de los linfomas. SMAD3 forma un complejo con otras proteinas SMAD y se
une al ADN, funcionando como factor de transcripcion y supresor de tumores.
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Figura 4. Pathway de PI3K-Akt signaling pathway identificada mediante el
software DAVID. Los genes destacados con estrella sefialan los genes del
pathway que estan sobrerrepresentados en nuestro analisis.

RTK esta implicado en la regulacion negativa de la via de sefializacion apoptética
intrinseca. IRS codifica una proteina que es fosforilada por la tirosina quinasa del receptor
de insulina. ECM codifica una proteina de la matriz extracelular. GPCR funciona como
receptor de L-a-aminodcidos, cationes, osteocalcina, y esteroides. PI3K es oncogénico y se
le ha implicado en el cancer de cuello uterino. Ras hace referencia a un conjunto de
interruptores-reguladores moleculares muy importantes en una gran variedad de rutas de
transmision de sefiales celulares que controlan diferentes fenémenos: integridad del
citoesqueleto; proliferacion, diferenciacion, adhesiéon y migracién celular y la apoptosis.
PP2A esta implicado en el control negativo del crecimiento y la division celular. Rheb es
miembro de la pequefia superfamilia GTPasa y codifica una proteina de membrana celular
anclada a lipidos con cinco repeticiones de la region de unién a GTP relacionada con RAS.
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4.4 MODELO DE RIESGO POLIGENICO

La tabla 7 muestra el promedio y rango de valores del PRS
aplicado al conjunto de casos y controles con SD del presente
estudio.

Tabla 7. PRS en casos y controles

Controles (n=36) Casos (n=50)
Min: 0,3919 Min: 0,04067
Media: 0,05542 Media: 0,05828
Max: 0,07004 Max: 0,07481
P valor= 0,15

Aunque los valores de la tabla 7 muestran que en los casos el
“score” es algo mayor, es decir, exista mayor riesgo de que los
individuos con SD y EP padezcan EA, lo cierto es que la PRS
basada en los 21 SNPs de Kungle et al. no fue capaz de diferenciar
entre casos y controles, ya que mostré un valor de p=0,15 en el
analisis de regresion, evidenciando asi que no existe este riesgo por
parte de los pacientes con SD y EP de padecer EA con respecto a
aquellos que no tienen EP (Tabla 7).
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5. DISCUSION

5.1. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En algunos estudios en los que se aplicaron técnicas de
GWAS disefiados para analizar el riesgo genéetico de EP en la
poblacién general, se reclutaron miles de participantes (Shimizu et
al., 2015). Sin embargo, en otro estudio de GWAS que se llevo a
cabo en individuos con SD para analizar el riesgo de defectos
septales atrioventriculares, el tamafio de la muestra fue se limité a
210 casos (Ramachandran et al., 2015). Estas diferencias tan
relevantes de los tamafos muestrales se derivan de la propia
prevalencia del SD y confirman la dificultad que entrafia reclutar a
este tipo de participantes, como sucedi6 en el presente estudio. La
aplicacion estricta de fenotipos periodontales bien definidos -
excluyendo la gingivitis- provoc6 una pérdida sustancial de
individuos del grupo de estudio inicial (n= 139). Esta merma del
tamafio muestral evidentemente repercute en la potencia del
estudio, lo que podria justificar por qué ninguno de los SNPs
analizados alcanz6 un valor de asociacion significativo a nivel de
GWAS.

Cabe afiadir que debido que hablamos de una poblacion con
SD se decidi6 retirar del estudio los cromosomas 14 y 21 para
evitar errores de interpretacion debido a la alta carga genética que
pueden presentar en el caso de estos individuos.

A la hora de recoger muestras para realizar estudios
genéticos, se prioriza la sangre periférica para la posterior
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extraccion de ADN. Sin embargo, en este estudio la extraccién del
ADN se efectu6 a partir de muestras de saliva, dado que en
ocasiones los individuos con SD presentan un nivel de
colaboracién limitado, particularmente en los entornos sanitarios,
por lo que la utilizacién de un hisopo permitid agilizar la recogida
de las muestras en términos de tiempo y evitar maniobras mas
invasivas como la venopuncion. Si bien tanto las muestras de saliva
como las de sangre proporcionan un ADN genémico con resultados
de genotipado de alta calidad, se ha sefialado que la cantidad de
marcadores obtenidos con las muestras de saliva puede ser
significativamente menor (Hu et al., 2012). La ventaja inherente al
muestreo de saliva es que facilita el reclutamiento de participantes
y reduce los recursos de organizacion necesarios para la
recoleccion de muestras cuando se realizan estudios de caracter
multicéntrico (Abraham et al., 2012). Ademas, la saliva se puede
almacenar a 37 ° durante 18 meses, sin comprometer su calidad ni
su idoneidad para someterse a analisis genéticos (Anthonappa et
al., 2013).

En este estudio se decidio utilizar el indice de Ramijford,
examinando solo 6 dientes de referencia. Aunque el andlisis
completo de todos los dientes presentes en la boca se considera el
“gold standard” para el registro de la EP, por las restricciones de
tiempo y logistica que esto conlleva resulta poco practico para
recolectar datos a nivel multicéntrico, sobre todo en pacientes cuya
colaboracion puede ser limitada y que probablemente no consigan
tolerar el examen completo. En varios estudios se ha ratificado el
uso de los dientes de Ramfjord para evaluar la progresion de la EP,
concluyendo que esta es una buena herramienta epidemiologica que
permite reclutar un gran namero de individuos en entornos con un
numero reducido de profesionales de la odontologia (Najah et al.,
2018; Rams et al., 1993). Sin embargo, se ha sugerido que el
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examen periodontal limitado a los dientes de Ramfjord, puede
infraestimar sustancialmente la deteccion de bolsas periodontales
mayores de 4 mm y, en consecuencia, la prevalencia de EP (Relvas
etal., 2014).

Con respecto a los resultados del estudio genético, cabe
sefialar que la correccion multiple de Bonferroni es un test
excesivamente conservador y dado que en los analisis a nivel de
gen el nivel de significacion alcanzado no quedd lejos del umbral,
este resultado podria llegar a ser estadisticamente significativo,
especialmente si consideramos que este tipo de analisis introduce el
efecto acumulado de variantes raras o de baja frecuencia.

Otras limitaciones potenciales son la heterogeneidad del
grupo de estudio en términos de edad, y la distribucion categodrica
de los participantes en casos y controles, ya que no se puede
garantizar que alguno de los controles no desarrolle una
periodontitis en el futuro. Asumiendo estas limitaciones, algunos
resultados merecen ser comentados ya que podrian ser relevantes y
ser confirmados en futuros estudios.

Por Gltimo, en cuanto a la realizacion del PRS cabe destacar
que una gran limitacion que nos encontramos al realizarlo es la
comparativa de una muestra descubrimiento de una poblacion
general sin patologias genéticas asociadas contra una muestra diana
de una poblacion con un diagnostico genético de SD, pero se
decidio realizar de esta manera ante la ausencia de estudios de
GWAS sobre la EA en poblacion con SD.

5.2 PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

En la presente serie, la prevalencia de EP en el SD -
considerando solo los casos con un fenotipo inequivoco de
periodontitis- fue del 27%. En EE.UU. la frecuencia de EP en la
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poblacion general en su forma mas severa se estima en torno al
11%, coincidiendo con el 11,2% de los registros de estimacion
observados a nivel global (Kassebaum et al., 2014; Kwon et al.,
2021). En una revision sistematica méas reciente realizada a nivel
mundial en poblacién general y especificamente para la forma
agresiva de la EP, encontraron una prevalencia del 1,6%, aunque
existen diferencias geogréaficas relevantes, ya que en Africa y
Sudamerica esta aumentaba hasta el 4%, mientras que por ejemplo
en Europa se limitaba al 0,1% (Bouziane et al., 2020).

En un estudio publicado por Cheng et al., se sefial6 que
aproximadamente entre el 33% y el 49% de los pacientes evaluados
presentaban problemas periodontales severos, aunque no se
especificaba si se trataba de formas agresivas de periodontitis;
ademas, el colectivo de estudio era de origen asiatico, y se ha
demostrado que este es particularmente susceptible a la EP
comparado con los individuos caucasicos, especialmente en
relacion a la periodontitis agresiva (Cheng et al., 2007). En otro
estudio se constatd que entre los individuos con SD habia mas
pérdida de insercion periodontal que en un grupo control de
poblacion general, lo que sugiere un mayor indice de destruccion
periodontal en los individuos sindromicos; en consonancia con los
hallazgos del presente estudio, la pérdida media de insercion
reportada en el grupo con SD fue de 2,7 mm (Khocht et al., 2010).

La prevalencia de la EP en el SD muestra cierto grado de
controversia en la literatura, ya que algunos autores sugieren que
no existen diferencias significativas entre los individuos con SD y
la poblacion general. Segln un estudio transversal publicado en
2019 de Amira et al., sélo el 8,6% de los 174 pacientes con SD que
integraban el grupo de estudio tenian gingivitis severa, mientras
que la mayoria presentaban formas leves 0 moderadas de gingivitis
y una higiene oral regular (Amira et al., 2019). Sin embargo, en
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lineas generales se sugiere que los pacientes con SD presentan una
elevada prevalencia de EP con respecto a la que se observa en la
poblacién general, mostrando ademas un fenotipo agresivo de EP
que cursa con gran destruccion tisular.

Una de las hipotesis que se ha esgrimido para justificar esta
propuesta, es que por definicién se trata de individuos con un cierto
grado de discapacidad intelectual, lo que en la mayoria de
ocasiones conlleva un déficit de higiene oral tanto por parte del
propio paciente como de sus cuidadores, debido a que su limitada
colaboracion convierte los procedimientos de higiene oral en una
tarea dificil (Stein Duker et al., 2020). En una revisién sistematica
publicada en 2010 en la que se incluyeron 27 estudios, se concluyé
que las personas con discapacidad intelectual tenian peor higiene
bucal, y una mayor prevalencia y severidad de la EP; sin embargo,
la frecuencia de caries (activas e inactivas) en estos individuos era
igual o incluso menor que en la poblacion general, aunque al
considerar solo las caries no tratadas su numero era mayor entre
las personas con discapacidad intelectual (O'Keefe et al., 2010).
Unos afios mas tarde, en una revision sistematica publicada por
Diéguez-Pérez et al., los autores concluyeron que aunque en los
distintos estudios seleccionados se aplicaron criterios heterogéneos
de evaluacion, la higiene oral era peor en los pacientes con paralisis
cerebral y SD que en la poblacion general, y que la inflamacion
gingival era particularmente importante entre los individuos con
SD (Diéguez-Pérez et al., 2016).

Por ello, este colectivo debe recibir atencion odontoldgica
temprana y periddica, para evitar la aparicion y el avance de otras
complicaciones orales; ademas, algunos hallazgos como la
prevalencia de caries no tratadas en las personas con discapacidad,
justifican la importancia de la existencia de Unidades de
Odontologia para personas con Necesidades Especiales que puedan
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contribuir a mejorar la salud oral de este colectivo y su estado
periodontal en particular (van de Wiel et al., 2018).

Una higiene oral deficiente, por si sola, no explica el grado de
destruccién periodontal tan severo y generalizado que observamos
en estos individuos. Se trata de pacientes que, en general, tiene una
mayor susceptibilidad a presentar infecciones, debido a que una de
las caracteristicas del sindrome es la deficiencia de su sistema
inmunitario (Barkin et al., 2008). Los pacientes con SD presentan
recuentos de linfocitos T y B reducidos de forma leve a moderada,
con un déficit de la proliferacion leucocitaria normal en la infancia,
respuestas suboptimas de los anticuerpos a las inmunizaciones,
disminucion de los niveles de inmunoglobulina A en la saliva y
alteraciones en la quimiotaxis de los neutréfilos (Ram & Chinen,
2011). Todas estas caracteristicas del sistema inmunitario facilitan
la aparicion y la cronificacion de procesos inflamatorios en toda la
economia, que les hacen especialmente propensos a la EP (Ferreira
etal., 2016).

Por otro lado, son individuos con un alto porcentaje de
maloclusiones, en particular la presencia de clase Ill de Angle, que
pueden dificultar la higiene oral por parte de los cuidadores y de los
propios pacientes (Al Habashneh et al., 2012). Esto, unido a la
elevada prevalencia de respiradores orales en este colectivo y a la
macroglosia -0 pseudomacroglosia-, ayuda a que la placa se
acumule a mayor velocidad y se genere la inflamacion de los
tejidos orales circundantes, ya que la apertura prolongada de la
boca reduce el efecto tampdn y de autoclisis de la saliva, y favorece
la colonizacidn bacteriana de todas las superficies orales.
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5.3. HALLAZGOS GENETICOS

Los SNPs son pequefias modificaciones en el ADN que
ocurren naturalmente y pueden diferenciar a un individuo del
siguiente (Walter et al., 2008). Existen millones de SNPs a lo largo
de todo el genoma humano y el desarrollo de tecnologias avanzadas
de genotipado de alto rendimiento ha producido una mejora en la
identificacion de todos ellos.(Roy et al., 2020) La mayoria de los
SNPs son bialélicos, es decir, solo tiene dos alelos, uno menor
menos frecuente y un alelo mayor més comun. La frecuencia de un
SNP a menudo se denota como la frecuencia del alelo menor
(MAF, minor allele frequency).

En este estudio ningun SNP alcanzo lo que se considera un
valor de asociacion significativo a nivel GWAS (p-valor= < 5x10°
%). Esto podrias ser debido a que, como vefamos en un aparatado
anterior, el tamafio muestral de esta serie no se corresponde con lo
que suele ser habitual en este tipo de estudios donde se analizan un
gran numero de muestras.

El marcador aparentemente més interesante en los resultados
a nivel de SNP fue el rs11060842, que forma parte del gen PIWIL1,
que a su vez es el gen que presenta mayor asociacion en el analisis
a nivel de gen. En varios estudios se ha demostrado que PIWIL1
estd sobreexpresado en diferentes tipos de cancer, como el de
pulmoén o el de endometrio (Z. Chen et al., 2015; Xie et al., 2018).
Ademas, este gen pertenece a la familia PIWIL, un grupo de
proteinas que interactian con una clase de pequefios ARN
especificamente expresado en los testiculos durante la
espermatogenia (Aravin & Hannon, 2008), y se ha relacionado este
gen con la infertilidad masculina (Cheung et al., 2019; Friemel et
al., 2014). Recientemente, se ha sugerido que en las personas con
SD la fertilidad puede estar comprometida (Parizot et al., 2019).
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El ARN con el que interactta la familia de proteinas PIWIL
se conoce como piARN, una clase joven de ARN no codificante.
Se ha observado la presencia de una expresién aberrante de piARN
en diversas enfermedades como la EA, el cancer o la esquizofrenia
(Roy et al., 2020).

Otro marcador interesante, el rs11060842, forma parte del
gen KBTBD12. Este gen se ha visto relacionado con la expresion
del adenoma colorrectal y polipos hiperplasicos del colon (B. Wang
et al., 2021). Curiosamente, en el estudio de Wang et al. del 2022
demostraron que P. gingivalis, uno de los periodontopatogenos mas
habituales en el SD, puede promover la tumorgénesis colorrectal
mediante el reclutamiento de células mieloides y la creacion de un
ambiente tumoral proinflamatorio (X. Wang et al., 2022). En la
literatura, podemos encontrar otro articulo interesante donde
identificaron el gen KBTBD12 como uno de los genes que podria
tener funcion en el concepto de fragilidad. Este concepto se utiliza
en el ambito clinico y cientifico desde hace dos décadas y es
descrito como un estado clinico de mayor vulnerabilidad a una
mala resolucion de la homeostasis después de un evento estresante,
lo que podria aumentar el riesgo de resultados adversos tales como
caidas, delirio, discapacidad y mortalidad (Mekli et al., 2018).

El segundo gen con mayor nivel de asociacion fue el MIR9-2.
Aunque en la literatura no se ha relacionado con la enfermedad
periodontal u otras enfermedades orales, se ha descrito una estrecha
asociacion entre este gen y la enfermedad de Alzheimer, cuya
prevalencia es especialmente elevada entre las personas con SD
(Carmona-lragui et al., 2019). EI MIR9-2 se dirige a dos de las
proteinas mas importantes en la etiopatogenia de la enfermedad de
Alzheimer: la proteina precursora amiloide-f3 (APP) que transporta
el péptido amiloide-p (AP) que precipita en las placas amiloides_, y
la BACEL _que escinde la APPpara originar AB . Ademas, MIR9-2
se expresa de forma diferente en regiones cerebrales que estan
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significativamente asociadas con la progresion de la enfermedad
(Villela et al., 2016).

En otro estudio del 2015 donde investigaron acerca del gen
MIR9 obtuvieron como resultado que la metilacion de dicho gen,
especialmente de MIR9-2 es un evento frecuente en casos de
linfoma de Hogdkin (Ben Dhiab et al., 2015). Aunque este no
resulta ser uno de los canceres mas frecuentes en los sujetos con
SD, como por ejemplo la leucemia mieloide aguda o especialmente
la leucemia linfocitica aguda, que si que se ha sugerido numerosas
veces en la literatura que los SD presentan un elevado riesgo de
padecerlos (Hasle et al., 2016), se han documentado casos de
pacientes con SD con linfoma Hodgkin a edades tempranas
(Vonasek et al., 2020).

Recientemente, se ha sugerido que este gen MIR9-2 pueda
jugar un papel importante en la susceptibilidad a padecer trastornos
psiquiatricos, como por ejemplo el trastorno del espectro autista
(Tovo-Rodrigues et al., 2019). Aunque no ha sido muy estudiado,
existe una prevalencia que varia entre el 12 y el 49 % de los
individuos con SD de presentar este trastorno asociado (Diniz et al.,
2022), lo que podria suponer una prevalencia mayor con respecto a
la que encontramos en la poblacion general (Zeidan et al., 2022).

Otro de los genes con asociacion es LHCGR, que codifica el
receptor tanto de la hormona luteinizante como de la
coriogonadotropina. Las mutaciones en este gen pueden provocar
trastornos en el desarrollo de caracter sexual como pubertad precoz,
hipogonadismo  hipogonadotropico o adenoma de Leydig
(Costagliola, 2002). Existe evidencia de que este gen esta regulado
a la baja en embarazos con trisomias del 21 (Banerjee et al., 2005)
y se ha visto que las formas séricas de LHCGR podrian servir como
un marcador independiente para el SD 'y aumentar
significativamente la eficiencia del programa de deteccion prenatal
(Chambers et al., 2014).
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También tenemos que hacer mencion al gen TPR
(Translocated Promoter Region), ya que entre las enfermedades
asociadas con este gen se encuentra la degeneracion de la pulpa
(Toyono et al., 1997), y se ha sugerido que la periodontitis crénica
puede afectar la estructura de la pulpa dental (Fatemi et al., 2012).

5.4 VIASDE SENALIZACION

De igual manera que ocurria antes, en cuanto a la asociacion
de pathways si bien la probabilidad obtenida no pasa el umbral de
correccion madltiple, si que se observa significacion nominal en
varios pathways interesantes.

La via que mayor evidencia obtiene es la Long-term
depression, la cual esta involucrada en fendmenos neurofisioldgicos
y presenta una gran relevancia en el desarrollo del cerebro, la
funcion cognitiva y las enfermedades del sistema nervioso humano.
(Malenka & Bear, 2004). Uno de los rasgos caracteristicos de
diversas enfermedades neurodegenerativas, como podria ser la
demencia, es la pérdida de sinapsis y la reduccién de la densidad de
la columna dendritica de ciertas neuronas (Paolicelli et al., 2011),
algo en lo que se ha visto involucrado el pathway Long-term
depression (Sheng & Ertirk, 2014). En cuanto a demencia en
pacientes con SD, segln estudios longitudinales se estima que su
riesgo a lo largo de la vida de estas personas es superior al 90% a
partir de los 40 afios, llegando a alcanzar cerca del 100% en personas
con SD mayores de 65 afios (Fortea et al., 2021).

La segunda via con mayor asociacion es la FoxO signaling
pathway. Esta via estd involucrada en una amplia gama de
funciones celulares tales como la diferenciacion celular, la
apoptosis, la proliferacion celular, el dafio y reparacion del ADN y
como mediadores del estrés oxidativo. Estas propiedades son
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fundamentales para la biologia celular del cancer, por lo que existe
evidencia que relaciona la desregulacion del funcionamiento de las
proteinas FOXO con la progresion del cancer y la tumorigénesis
(Myatt & Lam, 2007). Ademas, segun la literatura, esta via esta
regulada negativamente por la PI3K-Akt signaling pathway, la
tercera via con mayor asociacion en este estudio y que resulta de
gran interés en el proyecto. Como tal, los factores de transcripcion
FOXO parecen desempefiar un papel esencial en muchos de los
efectos de AKT sobre la proliferacion y supervivencia de celular
(Kops & Burgering, 1999).

Entre otras cosas, existen pruebas de que la via de
sefializacion PI3K/AKT/FOXO estad implicada en estados de
inflamacidn cronica, como puede ser la psoriasis (Zhang & Zhang,
2019), que se caracteriza por la hiperproliferacién de queratinocitos
y se ha visto asociada con menor calidad de vida y mayor riesgo de
artritis y enfermedades cardiovasculares (Rendon & Schékel,
2019).

En cuanto a la psoriasis y el SD, se sabe que los pacientes
con SD producen un exceso de interferon gamma, uno de los
principales culpables de la formacion y gravedad de la psoriasis.
Esto podria aumentar el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares
importantes (Sismour & D’Acunto, 2019), cuando la prevalencia de
cualquier complicacion cardiovascular ya es de por si alta en este
tipo de individuos, especialmente la cardiopatia congenita, que esta
presente en el 50% de este tipo de sujetos, segun ha sido analizado
por expertos (Dimopoulos et al., 2023).

Ademas, algo que resulta muy interesante para este trabajo es
gue se ha visto que FOXO estd activado por bacterias 0 sus
productos en varias subclases de células como linfocitos o
queratinocitos, las cuales son importante en la inmunidad de las
mucosas. Se ha sugerido de FOXO tiene potencial para desemperfiar
un papel importante en la homeostasis en los tejidos periodontales
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y en la respuesta al desafio bacteriano, por lo que alteraciones en el
funcionamiento de FOXO podrian tener un efecto significativo en
la susceptibilidad a la EP debido a la desregulacion de estas células
(Graves & Milovanova, 2019).

El tercer pathway con mayor asociacion, la via de
sefializacion de la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K-Akt), es el
que despierta mayor interés. Esta via participa en diversas
funciones celulares _incluida la supervivencia celular_, en el
metabolismo de la glucosa, y juega un papel importante en
determinadas enfermedades infecciosas (Song et al., 2005).
Porphyromonas gingivalis produce una proteina, la gingipaina, que
actla como una proteasa toxica que destruye las células gingivales
provocando la periodontitis cronica. Se ha demostrado que las
gingipainas atenan la actividad de PI3K, favoreciendo Ila
destruccion de los tejidos periodontales mediada por P. gingivalis
en las enfermedades periodontales (Nakayama et al., 2015;
Nakayama & Ohara, 2017).

Recientemente, también se ha confirmado que los
lipopolisacaridos de la membrana de P. gingivalis, al suprimir la
via de sefializacion PI3K/Akt/mTOr, tienen un impacto
significativo en la autofagia de los fibroblastos gingivales (Liu et
al., 2018). Esta via participa en la regulacion de la actividad de los
leucocitos polimorfonucleares, ya que un aumento de la
sefializacion de PI3K afecta gravemente a la quimiotaxis y la
polarizacion de los neutrdfilos (McCormick et al., 2019). En
estudios muy recientes realizados en poblacion espafiola, también
se ha confirmado que existe una relacion entra la periodontitis de
progresion rapida y la via de sefializacion PIK-Akt (de Coo et al.,
2021).

La disregulacion de la via PI3K es uno de los eventos
patolégicos més frecuentes en el cancer (Lawrence et al., 2014),
particularmente se ha relacionado con la leucemia y sus dianas
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terapéuticas (Bortul et al., 2005; Guarente & Sportoletti, 2021). Los
nifios con SD tienen un riesgo de desarrollar leucemia
notablemente mayor que la poblacién general, de modo que esta
cromosomopatia se considera el factor de riesgo méas comun para el
desarrollo de leucemia linfoblastica aguda y leucemia mieloide
aguda (Whitlock, 2006).

Como ya se ha mencionado, la via PI3K-Akt participa en el
metabolismo de la glucosa, activandose durante la hiperglucemia
(Alsadat & Khorami, 2015). En esta misma linea, también existe un
mayor riesgo de diabetes tipo 1 en personas con SD que en la
poblacién general, y a menudo esta alteracion metabdlica se
diagnostica a edades mas tempranas en este colectivo (Alexander et
al., 2016).

La actividad de la via PI3K-Akt-mTOR suprime el proceso
de autofagia, mientras que la supresién de mTOR la promueve y
protege el tejido neuronal; esto indica la existencia de un
mecanismo coordinado de neuroproteccion, que esta alterado en
determinadas patologias neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer o el Parkinson (Heras-Sandoval et al., 2014). A partir
de los 40 afios, la mayoria de los adultos con SD desarrollan una
neuropatologia compatible con la enfermedad de Alzheimer y a los
55-60 afios al menos el 90% desarrollard una demencia (Hartley et
al., 2015). La periodontitis es méas frecuente en los ancianos y
puede ser especialmente prevalente y severa cuando se reduce la
capacidad para mantener una higiene oral adecuada, como ocurre
en las personas con EA (Gaur & Agnihotri, 2015). La proliferacion
de bacterias periodontales provoca un incremento de las citocinas
proinflamatorias séricas, y este estado de inflamacidn sistémica se
ha asociado con una mayor tasa de deterioro cognitivo en la
enfermedad de Alzheimer (Ide et al., 2016).

Otra via que en otras ocasiones se ha visto relacionada con
el SD es la via de sefializacion Wnt (p<3x107?), encontrandonos en
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la literatura que la trisomia del cromosoma 21 regula a la baja esta
via y esto podria contribuir a la desregulacion cardiogénica en el
SD (Chi et al., 2023). Curiosamente, en este estudio genético el
cromosoma 21 fue retirado del analisis y aun asi, esta via sale
sefialada con 24 de sus genes implicados. En cuanto a la EP, se ha
demostrado que los niveles de expresion de esta via estaban
elevados en casos con periodontitis apical en comparacion con los
del grupo sano. (Guan et al., 2021)

Ademas, cabe afiadir que dos vias que salen destacadas en
nuestra lista son la de la Hepatitis B y la de la enfermedad tiroidea
autoinmune, patologias que han sido sefialadas en la literatura por
su elevada prevalencia en individuos con SD con respecto a la
poblacion general. (Dicks & Dennis, 1987; Whooten et al., 2018)
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6. CONCLUSIONES

Asumiendo las limitaciones de este estudio, sus resultados
permiten establecer las siguientes conclusiones:

¢ Se confirma que la EP en individuos con SD se desarrolla
precozmente y su prevalencia en adultos jovenes es
superior a la reportada en la poblacion general.

e Aunque en el andlisis a nivel de SNP y a nivel de gen se
identificaron varios marcadores y genes con un grado de
evidencia sugestivo de asociacion con periodontitis,
ninguno de ellos alcanzd el umbral de significacion tras
realizar correccion multitest.

e En la patogénesis de la EP en el SD estan involucradas
diferentes rutas metabdlicas, entre las que destaca la PI3K-
Akt, que regula la proliferacion celular y tiene un papel
primordial en la respuesta inflamatoria del huésped. En la
poblacion general, esta via de sefializacion también se ha
asociado con un patrén agresivo de EP, clinicamente
similar al de los pacientes con SD.
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Abstract: Severe periodontitis is prevalent in Down syndrome (DS). This study aimed to identify
genetic variations associated with periodontitis in individuals with DS. The study group was dis-
tributed into DS patients with periodontitis (1 = 50) and DS patients with healthy periodontium
(n =36). All samples were genotyped with the “Axiom Spanish Biobank” array, which contains
757,836 markers. An association analysis at the individual marker level using logistic regression, as
well as at the gene level applying the sequence kernel association test (SKAT) was performed. The
most significant genes were included in a pathway analysis using the free DAVID software. C120rf74
(rs4315121, p = 9.85 x 105, OR = 8.84), LOC101930064 (rs4814890, p = 9.61 x 10~%, OR = 0.13),
KBTBDI2 (151549874, p = 8.27 x 105, OR = 0.08), PIWIL1 (rs11060842, p = 7.82 x 10~°, OR = 9.05)
and C160rf82 (1s62030877, p = 8.92 x 10~°, OR = 0.14) showed a higher probability in the individual
analysis. The analysis at the gene level highlighted PIWIL, MIR9-2, LHCGR, TPR and BCR. At the
signaling pathway level, PI3K-Akt, long-term depression and FoxO achieved nominal significance
(p=13x10"2,p=51x 1073, p =12 x 1072, respectively). In summary, various metabolic path-
ways are involved in the pathogenesis of periodontitis in DS, including PI3K-Akt, which regulates
cell proliferation and inflammatory response.

Keywords: Down syndrome; periodontitis; genome-wide association study
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1. Introduction

Down syndrome (DS) is the most common chromosomal condition, occurring in
approximately one of every 800 live births [1]. DS is associated with intellectual dis-
ability and systemic disorders that include heart problems, hematological disorders and
endocrinopathies [2]. DS is also characterized by various orofacial manifestations, such as
macroglossia, dental malocclusions, delayed tooth eruption and periodontal disease [3].

Individuals with DS have a higher prevalence of periodontitis than that observed
in the general population and in other groups with intellectual disability [4], given that
a number of studies have reported the condition in more than 90% of patients with DS
younger than 30 years [5]. Periodontitis in these patients debuts at an early age and is
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generalized, progresses rapidly and is severe [6]. The local causes that have been linked to
this process include poor oral hygiene, macroglossia, tooth morphology, gingival tissue
abnormalities and the characteristics of the saliva [7].

Another important factor that has been related to the etiopathogenesis of periodontal
disease in patients with DS is the presence of a subgingival flora different from that
exhibited by the general population, such as an increased presence of Streptococcus gordonii,
S. mitis and S. oralis, pioneer organisms that start an early microbial colonization, and
Treponema socranskii, a bacterial species associated with severe destruction of periodontal
tissue [8]. It has recently been suggested that Porphyromonas spp. and Tannerella spp.
are particularly abundant in the subgingival microbiome of individuals with DS and
periodontitis, as well as new pathogens that have been scarcely studied to date, such as
Filifactor, Fretibacterium and Desulfobulbus genera [9].

Moderate B-cell and T-cell lymphopenia, and the reduced response of specific an-
tibodies and neutrophil chemotaxis dysfunction make individuals with DS particularly
susceptible to infections attributable to immune system dysfunction, such as periodontal
disease [10]. Some studies have suggested that high levels of cytokine involved in systemic
inflammation are already detected in children with DS, with significant effects on the
immune response regulation, such as tumor necrosis factor alpha, IL-13 and interferon
gamma [11,12]. The concentration in the gingival crevicular fluid of some of these cytokines
particularly involved in the development of periodontitis is also higher among individuals
with DS than in the general population [13].

Other biomarkers have been described that might play a role in periodontal inflamma-
tion, such as soluble urokinase plasminogen activator receptor (suPAR), galectin, NOD-like
receptor family pyrin domain-containing protein-3 (NLRP3) inflammasome complex, ma-
trix metalloproteinase-8 (MMP-8) and MMP-9 [14-16]. These biological markers might
help accelerate the development of other systemic inflammatory conditions, such as coro-
nary heart disease [17,18] and diabetes [19], through periodontitis. However, the levels of
these biomarkers in the saliva and serum of patients with DS and periodontal disease is
still unknown.

Certain genetic factors also play a relevant role in the onset and development of peri-
odontitis, especially in the rapidly progressive presentations, although the genetic bases of
this common complex disease have still not been completely determined [20]. However, it
has been suggested that the development of periodontitis in individuals with DS responds
to a combination of immune system abnormalities that predispose the individual to infec-
tions [10] and to an increased migration of T cells towards the periodontium in response
to an increase in matrix metalloproteinase levels [21]. Accordingly, the established null
hypothesis is that, among individuals with DS, there are no genetic risk factors that favor
the onset of periodontitis.

The aim of this study was to detect the genetic variations associated with the pres-
ence of periodontitis in individuals with DS and to identify the susceptibility genes and
biomarkers that can help predict its risk of onset. Moreover, it could also provide new
information on the molecular and genetic mechanisms that affect the start and progression
of aggressive periodontitis (stages III/IV, grade C periodontitis) [22].

2. Results

Table 1 details the results of the SNPs that showed a greater association with peri-
odontitis (p <5 x107*) in the logistic regression analysis performed for each SNP (under
the dominant model) adjusting for covariates. Of these “top SNPs” and based on the odds
ratio values, two would be considered risk SNPs (rs4315121 and rs11060842), and the other
three would be considered protective (rs4814890, rs14497874 and rs6203877). However,
none of these SNPs reached a significant association value at the genome-wide association
study level (p <5 x 10~8), and none presented clear evidence of association (p < 5 X 1079).
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Table 2 shows the results of the genes with greater significance (p <5 x 107%). After
conducting the multitest correction, none of these focus genes reached the significance
threshold of 2.7 x 107 for 18,520 analyzed genes.

Table 1. Results of individual (SNP by SNP) logistic regression analysis for the top associated SNPs adjusting for covariates.

Marker Gene CHR IXII‘I';;’: N Total » OR (95% CI) ) [;;e:l(:ltg/p];]sj )
rs4315121 Cl20rf74 12 T 87 9.85 x 107° (30;‘;24;77) 1l{’II)J 1452//291
154814890 LOCI01930064 20 T 87 9611075 0.13(0.05-0.35) FD. 18/ /373
151549874 KBTBD12 3 G 87 8271075 0.08 (0.02-0.29) o 148//4]78
1511060842 PIWILL 12 C 86 7.82 x 107 (2.9;3;257.33) gg: 142//179
1562030877 Cléorf82(upstr) 16 c 87 892x 1075 0.14(0.05-0.38) S ;2;%

CHR, chromosome; OR, odds ratio; CI, confidence interval; DD, frequent homozygotes; (Dd + dd), carriers of the rare allele; PD, periodontal
disease (cases); HP, healthy periodontium (controls).

Table 2. Genes with major significance after the sequence kernel association test results.

Gene N Markers (Test) 4 SKAT
PIWIL1 47 (44) 1.90 x 1075 SKAT wl
MIRY-2 22(22) 3.76 x 1073 Burden

LOC101929147 26 (25) 393 x 1073 SKAT w1l
LHCGR 42 (35) 1.04 x 1074 SKAT
LOC101928304 38 (35) 133 x 1074 SKAT

TPR 32(15) 151 x 1074 SKAT wl

BCR 43 (30) 1.55 x 107 Burden
DERL2 8(3) 1.76 x 1074 SKAT

CLRN1-AS1 37 (32) 197 x 1074 Burden
LOC285501 32(32) 197 x 1074 SKAT
ACVRL1 14 (4) 2,07 x 1074 Burden
PLCXD3 52 (49) 250 x 1074 SKAT w1l
MIR15A 7(7) 261 x 1074 Burden
AKR1D1 33 (24) 3.03 x 104 SKAT w1
CDHR4 16 (6) 3.07 x 1074 Burden
LSM8 28 (27) 321 x 1074 SKAT wl
CCDC60 96 (86) 330 x 1074 SKAT w1l
CDCA2 76 (61) 332x 107* SKAT w1
GNA12 50 (49) 3.34 x 1074 Buden
LOC646762 11 (10) 357 x 1074 SKAT wl
COA4 3(3) 3.70 x 107 SKAT
MCHR1 17 (15) 448 x 107 SKAT
CACNGS8 25 (23) 491 x 1074 SKAT
BBS12 44 (23) 492 x 1074 SKAT

SKAT, SKAT with “beta” weights; SKAT w1, SKAT with the same weights for common and rare variants; BURDEN,
Burden test.
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Table 3 details the list of resulting pathways after the analysis (with DAVID soft-
ware) of all the genes that showed a p < 0.05 in the SKAT analysis at the gene level
(N = 2464 genes). We obtained 22 pathways (p < 0.05) where there was an overexpression
of the genes included in the analysis. Those of greatest interest were long-term depression
(15 overexpressed genes of those included in the analysis), FoxO signaling pathway (25
overexpressed genes of those included in the analysis) and especially the phosphatidyli-
nositol 3-kinase (PI3K-Akt) signaling pathway (53 overexpressed genes of those included
in the analysis) (Figures 1-3).

Table 3. Pathways with nominal significance after the analysis with DAVID software.

Pathway Genes (N) 4

Long-term depression pathway 15 51 x 1072

FoxO signaling pathway 25 12 %1072

PI3K-Akt signaling pathway 53 1.3 x 1072

Glutamatergic synapse 22 1.3 x 1072

Rap1 signaling pathway 35 1.5 x 1072

VEGF signaling pathway 14 1.5 x 1072

Platelet activation 24 1.6 x 1072

Malaria 12 1.7 x 1072

Eph kinases and ephrin.s support 5 1.7 x 10-2

platelet aggregation

Fat digestion and absorption 10 24 %1072

Ras signaling pathway 36 25 %1072

T-cell receptor signaling pathway 19 2.6 x 1072

Hepatitis B 25 2.9 x 1072

Wnt signaling pathway 24 3.0 x 1072

Circadian entrainment 18 3.1 %1072

Primary bile acid biosynthesis 6 3.3 x 1072

Fc epsilon Rl signaling pathway 14 3.4 x 1072

Signaling pathwa}_/s regulating stem 24 34 % 10-2

cell pluripotency

Rho-selective Guanine Exchange

Factor AKAP13 Mediates Stress Fiber 5 3.6 x 1072

Formation

Fatty acid degradation 10 3.8 x 1072

Wnt signaling pathway 25 41x 1072

TGF-beta signaling pathway 16 42 x 1072
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Figure 3. PI3K-Akt signaling pathway.

3. Discussion

In this study, none of the analyzed SNPs reached a statistically significant association
value at the genome-wide association level, probably due to the lack of potency resulting
from the small sample size. It should be noted that although we analyzed samples from only
86 participants, the initial study group consisted of 183 individuals with DS, which confirms
the strict application of the inclusion criteria and the quality control of the processed
samples. In addition, the multiple Bonferroni correction is an excessively conservative test.
Given that the significance level reached in the analyses at the gene level was not far from
the threshold, this result could be substantial, especially if we consider that this type of
analysis introduces the cumulative effect of rare or low frequency variants. Other potential
limitations are the heterogeneity of the study group in terms of age and the categorical
distribution of the participants in cases and controls, given that we cannot ensure that none
of the controls develop periodontitis in the future. Assuming these limitations, certain
results deserve commenting because they might be relevant if confirmed in future studies.

Apparently, the most interesting marker at the SNP level was rs11060842, which is
part of gene PIWIL1, which in turn is the gene that presents a greater association in the
analysis at the gene level. Several studies have shown that PIWIL1 is overexpressed in
various types of cancer, such as lung and endometrial cancer [23,24]. In addition, this gene
belongs to the PIWI family, a group of proteins that interact with a class of small RNA
specifically expressed in the testicles during spermatogenesis [25], and this gene has been
linked with male infertility [26,27]. It has recently been suggested that fertility might be
compromised in individuals with DS [28].

The second gene with the greatest level of association was MIR9-2. Although MIR9-
2 has not been related to periodontal disease or other oral diseases in the literature, a
close association has been reported between this gene and Alzheimer’s disease, whose
prevalence is especially high among individuals with DS [29]. MIR9-2 is directed at two of
the most important proteins in the etiopathogenesis of Alzheimer’s disease: the amyloid-
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beta precursor protein (APP), which transports the amyloid-f peptide that precipitates in
amyloid plaques, and -Site APP cleaving enzyme 1 (BACE1), which cleaves the APP to
originate amyloid beta. In addition, MIR9-2 is expressed differently in brain regions that
are significantly associated with the disease’s progression [30].

We should also mention the translocated promoter region (TPR) gene, given that the
diseases associated with this gene include pulp degeneration [31] and that it has been
suggested that chronic periodontitis can affect the dental pulp structure [32].

The pathway that raises the most interest is the PI3K-Akt signaling pathway, which
participates in various cell functions, including cell survival and in glucose metabolism,
playing an important role in certain infectious diseases [33]. Porphyromonas gingivalis pro-
duces gingipain, a protein that acts as a toxic protease that destroys the gingival cells, caus-
ing chronic periodontitis. Gingipain has been shown to attenuate PI3K activity, favoring the
destruction of periodontal tissues mediated by P. gingivalis in periodontal diseases [34,35].
It has also been recently confirmed that lipopolysaccharides of the P. gingivalis protein have
a significant impact on the autophagy of gingival fibroblasts by suppressing the PI3K-Akt-
mTOR signaling pathway [36], which participates in the regulation of polymorphonuclear
leukocyte activity, given that an increase in PI3K signaling seriously affects chemotaxis and
the polarization of neutrophils [37]. Very recent studies conducted with Spanish popula-
tions have also confirmed a relationship between rapidly progressive periodontitis and the
PI3K-Akt signaling pathway [20].

PI3K pathway dysregulation is one of the most common pathological events in can-
cer [38] and has been particularly related to leukemia and its therapeutic targets [39,40].
Children with DS have a dramatically higher risk of developing leukemia than the general
population, such that this chromosomal disorder is considered the most common risk factor
for developing acute lymphoblastic leukemia and acute myeloid leukemia [41].

As has been mentioned, the PI3K-Akt pathway participates in glucose metabolism,
activating during hyperglycemia [42]. There is also a greater risk of type 1 diabetes in
individuals with DS than in the general population, and this metabolic disorder is often
diagnosed at an earlier age in this group [43].

The activity of the PI3K-Akt-mTOR pathway suppresses the autophagy process, while
mTOR suppression promotes the process and protects neuronal tissue, which indicates the
presence of a coordinated neuroprotective mechanism that is altered in certain neurodegen-
erative diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease [44]. Starting at 40 years of
age, most adults with DS develop a neuropathology compatible with Alzheimer’s disease;
at 55-60 years of age, at least 70% develop dementia [45]. Periodontitis is more common in
the elderly and can be especially prevalent and severe when the ability to maintain ade-
quate oral hygiene is reduced, as is the case for individuals with Alzheimer’s disease [46].
The proliferation of periodontal bacteria causes an increase in proinflammatory serum
cytokine levels, and this systemic inflammation state has been associated with a higher rate
of cognitive impairment in Alzheimer’s disease [47].

Trisomy 21 causes generalized genetic expression disorders throughout the genome,
including continuous activation of the interferon (IFN) transcription response in fibroblasts,
lymphoblasts, monocytes, and T cells [48]. Based on the overexpression of IFN receptors
encoded in chromosome 21, it has been suggested that DS could be understood as an
interferonopathy that causes chronic immune dysregulation [49]. Both type I and type I
IFNs regulate the activation of the PI3K-signaling pathway [50]. The analysis of gingival
tissue samples from patients with DS and periodontitis showed attenuated expression
of signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) and IFN regulatory factor 1
(IRF1) genes, confirming an altered activation of IFN signaling [51].

4. Materials and Methods
4.1. Study Groups

The study group consisted of 139 individuals with DS, 75 of whom were male, ranging
in age from 12 to 53 years (Table S1). This convenience sample was selected among all
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individuals with DS who regularly attended educational or occupational therapy centers
belonging to the Galician Federation of Institutions for Down Syndrome (Spain). All
participants satisfied the following inclusion criteria: genetically confirmed diagnosis
of DS, age 12 years or older, sufficient degree of collaboration [52] to perform an oral
examination and oral sampling and availability of an informed consent signed by the
participants or their legal guardians. The exclusion criteria were: age younger than
12 years, subjects unable to cooperate during the periodontal exam [52], coexistence of
other systemic diseases that could affect periodontal health (e.g., diabetes), presence of
harmful habits (e.g., smoking) and unsigned consent forms. The study was approved by
the Research Ethics Committee of Santiago-Lugo (reference 2018/510) and was conducted
between November 2018 and December 2019.

To classify the participants by their periodontal biotype, we applied the criteria of the
2017 World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions [53,54], which define periodontitis as a loss of clinical insertion in the vestibular
area of >3 mm, with sulci >3 mm in 2 or more teeth or a loss of clinical interdental
insertion in 2 or more non-adjacent teeth. To apply a case-control design to this study, we
selected only those participants with an extreme periodontal phenotype, either with a clear
diagnosis of periodontitis (1 = 52, represented by the cases) or with a healthy periodontal
condition (1 = 36, represented by the controls) (Table S2). The rest of the participants were
ultimately excluded (1 = 51) because they had some degree of gingival inflammation that
made it impossible to include them conclusively in any of the 2 defined groups [54].

4.2. Collection and Processing of Saliva Samples

Unstimulated saliva samples were taken from all participants using a DNA collection
kit (DNA Genotek Inc., Kanata, ON, Canada). The samples were kept stable at room
temperature until they were transferred to the Galician Public Foundation of Genomic
Medicine (University Clinic Hospital of Santiago de Compostela, Santiago de Compostela,
Spain), where the DNA was extracted applying standard protocols (DNA Genotek Inc.,
2018). The samples were genotyped using the Axiom Spain Biobank Array (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), applying the manufacturer’s protocol. This array is a panel
that contains 757,836 markers and includes rare, selected variants in the Spanish population
(50,536 markers).

To perform the quality control of the genetic markers for these individuals with DS,
the analysis excluded chromosome 21 to avoid difficult-to-interpret results. Chromosome
14 was also eliminated, because a large number of cases of DS are due to translocation
of genetic material between chromosomes 14 and 21 [55]. A standard quality control of
the genotyping data was performed, excluding from the analysis those markers with a
genotyping rate less than 98%, applying Plink statistics tool v1.90p [56], and those that
deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium (p < 0.001). Markers were not excluded
according to the minor allele frequency (MAF) because they were used in certain analy-
ses [57]. Applying these quality control criteria, we ultimately selected a total of 86 samples
(50 cases and 36 controls) and 695,612 markers.

4.3. Association Analysis

To test the individual genetic association, we used the case/control status as the
dependent variable in a multiple logistic regression analysis performed separately for each
SNP (genetic marker showing a MAF > 0.01). In the regression model, we included sex and
age as covariates and the SNPx, coded under the dominant genetic model (in which the
heterozygotes and homozygotes for the minor allele are grouped and compared with the
genotype homozygous for the frequent allele). Only this genetic model was tested to avoid
genotypic classes with a low number of observations in cases or controls. The association
analysis at this level (SNP by SNP) was performed with Plink v1.9 software [56].

To test the gene-level association, we evaluated the combined effect of common
and rare variants by employing the Sequence Kernel Association Test (SKAT) [57], with
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3 different approaches: awarding the same weight for all variables (SKAT w1), awarding
the weight of the variables by default (SKAT) and applying a simpler collapsing method, the
burden test (BURDEN). All options for the SKAT analysis were adjusted for the covariates
sex and age. The multitest correction was performed with a Bonferroni threshold that
ensured a significance level « of 0.05.

To perform the pathway analysis, we employed the Database for Annotation, Visu-
alization and Integrated Discovery tool v6.8 (DAVID) with which all focus genes with
nominal significance (p < 0.05) in the analysis at the gene level were tested.

5. Conclusions

Given the limitations of this study, we found no SNPs significantly associated with
periodontitis in DS at the genome-wide association study level. However, its results suggest
that various metabolic pathways are involved in the pathogenesis of periodontitis in DS,
including the PI3K-Akt pathway, which regulates cell proliferation and plays a principal
role in the host’s inflammatory response. This preliminary report provides a basis for future
studies on the genetic susceptibility of individuals with DS for developing periodontitis
and details the pathways that are presumably involved.
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Abstract

Severe periodontitis is prevalent in Down syndrome (DS). This study aimed to identify genetic
variations associated with periodontitis in individuals with DS. The study group was distributed into
DS patients with periodontitis (n = 50) and DS patients with healthy periodontium (n = 36). All
samples were genotyped with the "Axiom Spanish Biobank" array, which contains 757,836 markers.
An association analysis at the individual marker level using logistic regression, as well as at the
gene level applying the sequence kernel association test (SKAT) was performed. The most
significant genes were included in a pathway analysis using the free DAVID software. C12orf74
(rs4315121, p = 9.85 x 10°%, OR = 8.84), LOC101930064 (rs4814890, p = 9.61 % 10°5, OR = 0.13),
KBTBD12 (rs1549874, p = 8.27 x 10°5, OR = 0.08), PIWIL1 {rs11060842, p = 7.82 x 10°5, OR = 9.05)
and C160rf82 (rs62030877, p = 8.92 x 10°°, OR = 0.14) showed a higher probability in the
individual analysis. The analysis at the gene level highlighted PIWIL, MIR2-2, LHCGR, TPR and BCR.
At the signaling pathway level, PI3K-Akt, long-term depression and FoxO achieved nominal
significance (p=13 %102 p=5.1x% 103, p = 1.2 x 102, respectively). In summary, various
metabolic pathways are involved in the pathogenesis of periodontitis in DS, including PI3K-Akt,
which regulates cell proliferation and inflammatory respaonse.

Keywords: Down syndrome; genome-wide association study; periodontitis.
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ANEXO I: FICHA DE REGISTRO DE DATOS PERIODONTALES

SINDROME de DOWN

FICHA de REGISTRO
FECHA de EXPLORACION.................... CENTRO......ccciiiiiiics
NOMBRE del PACIENTE ..ot
FECHA de NACIMIENTO........ccccccmriiuenrnrnnnnne
EXPLORACION PERIODONTAL

[ ] [ ] [ ]

v v v
1P: sifno PS: fRC:  SS:sifno 1P: sifno PS5 fRC:  SS:sifno IP: sifno PS:_ fRC:  55:si/no
1P sifno IP: sifno 1P sifno 1P: sifno I~ sifno IP: sifno
] PS:__fRC__ PS:__fRC__ M D PS:__/RC__ PS:i__/RC__ M D PS:__/RC:i__ PS:__/RCi__ M
55 sifno 55 sifno 55 sifno 55 sifno 88 sifno 55 sifno
1P: sifno PS: fRC:  SS:sifno 1P: sifno PS5 fRC:  SS:sifno IP: sifno PS:_ fRC:  55:si/no
P [ P
] [ ] ]
v v v
1P: sifno PS: fRC:  SS:sifno 1P: sifno PS5 fRC:  SS:sifno IP: sifno PS:_ fRC:  SS:sifno
1P: sifno P sifno 1P: sifno P sifno 1Pt sifno P sifno
D PS:__fRC:__ PS:__fRC:__ M D PS:__ /RC:_ PS:__/RC:__ M D PS:__JRC:__ PS:__/RC:__ M
55 sifno 55 sifno 55 sifno 55 sifna 55 sifno 55 sifno
1P: sifno PS: fRC:  SS:sifno IP: sifno PS:_ fRC:_ 55:sifno IP: sifno PS: JRC: SS:sifno
] P P
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ANEXO II: FICHA DE REGISTRO DEL HISTORIAL CLINICO
GENERAL

>
UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA g
Facultade de Odontoloxia g
w0
HISTORIA CLINICA GENERAL
Fecha actual:............ /..o Fecha nacimiento:....
Direccion: Ciudad:
Provincia: C.Rh: Tel.:
D.N.L: Profesion: Seguro:
MOTIVO DE LA CONSULTA:
Referido por.... Ciudad:
Alumno: Curso:
ANTECEDENTES FAMILIARES
ANTECEDENTES PERSONALES 2
Patologia perinatal:
Patologia pediatrica:
¢Padece en la actualidad alguna enfermedad?:
¢Qué enfermedad padece?:
¢Qué tratamiento recibe?:
Ha padecido o padece de:
O Problemas cardiovasculares 0O Diabetes O Paperas o
O Sangre (anemias, hemorragias, etc.) O Hepatitis tipo.. O Trauma :5
O Respiratorio O Fiebre reumatica [m]
0O Neurolégicos O Epilepsia O
O Neuromusculares Alergias a %
0OTROS: g
=
OPERADO DE: en. ;
en. alo
“
¢Ha ido al dentista alguna vez? por:. ;
Acude al dentista cada: O 6 meses O 12 meses O 24 meses O més
Se cepilla.... /veces al dia Se enjuaga con; O nada O Fldor 0O Clhx
¢Le sangran las encias con facilidad?............... Ingesta de MGt
Habitos perjudiciales para la salud oral:.
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DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Lorenzo Armenteros del Olmo, Secretario Suplente del Comité de Etica de la Investigacion de
Santiago-Lugo

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 19/02/19 el estudio:

Titulo: Bases microbioldgicas y genéticas de la caries y la enfermedad periodontal en el
sindrome de Down

Version:

Promotor/a: Universidad de Santiago de Compostela
Investigador/a: Pedro Diz Dios

Codigo de Registro: 2018/510

Y que este Comité, tomando en consideracion la pertinencia del estudio, el conocimiento disponible,
los requisitos éticos, metodolégicos y legales exigibles a los estudios de investigaciéon con seres
humanos, sus muestras o registro y los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité, emite
un dictamen FAVORABLE para la realizacién del citado estudio.

SAOC-R4G4-BOAH-OF40-TQLQ-B155-1362-3967-96

Lorenzo Armenteros Del Olmo (28/02/2019 14:59)

Documento asinado dixitalmente por:
https://sede.xunta.gal/cveZidcve
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Y HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo cumple tanto en su
composicién como en sus Procedimientos Normalizados de Trabajo los requisitos legales vigentes.

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo es:

e Juan Manuel Vazquez Lago (Presidente). Médico especialista en Medicina Preventiva y
Salud Publica. Area de Gestion Integrada de Santiago.

e Pilar Rodriguez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar y
Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Lorenzo Armenteros del Olmo (Secretario Suplente). Médico especialista en Medicina
Familiar y Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Francisco Campos Pérez. Bidlogo. Fundacién Instituto de Investigacién Sanitaria de
Santiago de Compostela.

e Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica de Atencién Primaria. Area de Gestién Integrada
de Santiago.

e Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Jaime Gulin Davila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Gestién
Integrada de Lugo.

e Victor Herran Carreira. Paciente. ADIL-Asociacién de Diabéticos Lucense.
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ANEXO IV: DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

ONVERSIDADE
DESANTIAGO
DE CourosTA

HOJA DE INFORMACION AL PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO DE SALUD ORAL

TiITULO DEL ESTUDIO: Identificacion de estreptococos comensales con capacidad
inhibitoria sobre Streptococcus mutans y patégenos periodontales, en la cavidad oral de
personas con Sindrome de Down

INVESTIGADORES PRINCIPALES: Dr. Pedro Diz Dios y Dr. Maximiliano Alvarez Fernandez.
CENTRO: Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de Santiago de Compostela.
Servicio de Microbiologia del Complejo Hospitalario Universitario de Vigo (CHUVI).

Este documento tiene por objeto facilitarle informacién sobre un estudio de investjgacién en
el que se le invita a participar. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion competente.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacion personalizada del investigador, leer
antes este documento y hacer todas las preguntas que precise para comprender los detalles
sobre el mismo. Si asi lo desea, puede llevarse el documento, consultarlo con otras personas y
posteriormente decidir si va a participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede decidir no participar
o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el consentimiento en cualquier momento sin
tener que dar explicaciones. Le aseguramos que esta decisiéon no afectara a su relacion con el
personal sanitario ni a la asistencia a la que Ud. tiene derecho.

¢Cual es el proposito del estudio?

Hemos encontrado una nueva bacteria en la boca de algunas personas con Sindrome de Down
(CECT9174), que podria ayudar a evitar la aparicion y/o el avance de la caries y de la piorrea
(enfermedad periodontal).

Queremos saber si esta bacteria es exclusiva del sindrome Down o aparece también en el
resto de la poblacién, si modifica el equilibrio en el que viven el resto de las bacterias que hay
en la boca y si usted es una persona particularmente susceptible a tener caries y/o piorrea.

¢Por qué me ofrecen participar a mi?

Este estudio se lleva a cabo en el marco del acuerdo de colaboracon que existe entre la
Universidad de Santiago de Compostela y la Fundacion Down Galicia.

A Ud. le han invitado a participar porque forma parte del colectivo de personas diagnosticadas
de Sindrome de Down y pertenece a alguna de las entidades del Movimiento Down Galicia.

¢(En qué consiste mi participacion?

Se le pasara un cuestionario con preguntas sencillas relacionadas con su edad y sexo,
enfermedades sistémicas que padece, medicacion que recibe de forma crénica, tratamientos
odontolégicos a los que se ha sometido y su habito de cepillado dental.

Ademas, un dentista le realizara un examen de la boca y le cogera muestras de la superficie de
las encias y de los dientes, utilizando algodones y una cucharilla.

Su participacion tendra una duracion total estimada de 20 minutos.

El investigador puede decidir finalizar el estudio antes de lo previsto o interrumpir su
participacion. En todo caso se le informara de los motivos de su retirada.

Version: [nimero da version], data [data da version]
Deberan firmarse tres modelos, uno sera entregado al participante, otro sera conservado en el centro en el que se obtuvo la
muestra, y el tercero sera conservado por el responsable del estudio de investigacion
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¢ Qué molestias o inconvenientes tiene?

La exploracién de la boca es convencional, como la que le harian en cualquier visita rutinaria al
dentista.

La toma de muestras NO duele y NO se necesita ningun tipo de anestesia local.

¢Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga un beneficio directo de los resultados de este estudio. Sin
embargo, estos nos ayudaran a entender las causas de la formacién de la caries y de la
piorrea, por lo que en el futuro podrian favorecer a otras personas.

Usted recibira un informe individualizado con su diagnéstico odontolégico y sus necesidades de
tratamiento. Si usted lo desea, lo pondremos directamente en contacto con la Unidad de
Odontologia para Personas con Necesidades Especiales de la Universidad de Santiago para
realizar dicho tratamiento.

¢Recibiré la informacién que se obtenga del estudio?
Si Ud. lo desea, se le facilitara un resumen de los resultados del estudio.

También podra recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus muestras si asi lo
solicita dirigiéndose al investigador. Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una
interpretacion clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el
odontélogo responsable del estudio.

Algunos resultados de pruebas genéticas podrian descubrir ciertas condiciones que afecten en
el futuro a su salud. Estas condiciones podrian ser compartidas por sus familiares. Llegado el
caso, seria conveniente que Ud. les transmita esta informacion.

¢Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para su difusion, pero
no se transmitird ningin dato que permita identificar a los participantes.

¢ Como se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se hara conforme a lo dispuesto por la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccién de datos de caracter personal. Solo el
equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el deber de guardar la
confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos en el estudio. Se puede transmitir
a terceros informacion que no pueda ser identificada. En el caso de que alguna informacion sea
transmitida a otros paises, se realizara con un nivel de proteccion de los datos equivalente,
como minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

Sus datos y muestras biolégicas seran recogidos y conservados hasta finalizar el estudio de
modo:

- Codificado, que quiere decir que poseen un cédigo con el que solo los investigadores
podran conocer a quién pertenecen.

El responsable de la custodia de los datos y muestras es el Dr. Pedro Diz Dios, y los lugares de
realizacion de los analisis previstos en este estudio son los Servicios de Microbiologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Vigo y de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Complutense de Madrid, y la empresa biotecnoloégica Secugen (Madrid).

Cuando considere puede ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion de sus datos, mediante escrito dirigido al Dr. Pedro Diz Dios —responsable del
fichero que albergara sus datos en la Unidad de Pacientes con Necesidades Especiales de la
Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de Santiago de Compostela—
acompafado de su DNI, que nos puede remitir al Fax n® 981562226 (Facultad de Medicina y

Version: [nimero da version], data [data da version]
Deberan firmarse tres modelos, uno sera entregado al participante, otro sera conservado en el centro en el que se obtuvo la
muestra, y el tercero sera conservado por el responsable del estudio de investigacion
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Odontologia), via correo electrénico a la direccion e-mail (pacientes.especiales@hotmail.com)
o por correo postal a la entidad mencionada, sita en c/Entrerrios sn (15782) en Santiago de
Compostela.

Al terminar el estudio, conforme al RD 1716/2011, sus muestras biolégicas seran

- Cadificadas, conservados en la coleccion para la linea de investigacion en genética de
las enfermedades dentales, Coleccion de Muestras inscrita en el Registro Nacional
(C.0003366). Dada de alta en la Red Nacional de Biobancos, de la que es titularDr.
Angel Carracedo en la Fundacién Publica Galega de Medicina Genémica (responsable
de la coleccioén). En este caso las muestras podran ser utilizadas para otros estudios
relacionados y previo informe favorable de un Comité de Etica de la Investigacion.

o Ud. tendré a su disposicién, si asi se lo solicita al investigador/a toda la
informacién sobre los estudios de investigacion en los que se utilice la muestra.
Un Comité de ética decidird en qué casos sera imprescindible que se le envie
informacion de manera individualizada.

o Sus datos y muestras quedardn bajo la custodia del responsable de la
coleccioén, y solo tendran acceso a datos que lo identifiquen el responsable y
su equipo. Las muestras solo podran ser cedidas a otros grupos con su
consentimiento.

o Sepa que puede restringir el uso de sus datos y muestras dirigiéndose al
responsable de la coleccion.

- O cedidas gratuitamente a un Biobanco del Instituto de Investigacion Sanitaria de
Santiago de Compostela (IDIS), para lo cual se le facilitara un documento
especifico para autorizar esta cesion.

Ud. podra solicitar la destruccion o anonimizacién de su muestra en cualquier momento,
dirigiéndose al investigador principal. Tiene que saber que esto no sera de aplicacion a los
datos resultantes de los andlisis que ya fueran efectuados.

¢(Existen intereses econoémicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por la Universidad de Santiago de Compostela con fondos
aportados por la Xunta de Galicia (programa IGNICIA).

El investigador no recibira retribucion especifica por la dedicacion al estudio.

Ud. no sera retribuido econémicamente por participar. Es posible que de los resultados del
estudio se deriven productos comerciales o patentes, pero en ese caso no podra participar de
los beneficios econdmicos originados.

¢Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con la Dra. Eliane Garcia Mato en el teléfono 881812344 (Unidad de
Odontologia para Pacientes con Necesidades Especiales, Universidad de Santiago de
Compostela) o por correo electronico (pacientes.especiales@hotmail.com).

Muchas gracias por su colaboracién

Version: [nimero da version], data [data da version].
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U

UNIVERSIDADE
DESANTIAGO
DE COMPOSTELA

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA EL PACIENTE, PARA PARTICIPAR EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION (Adulto con capacidad juridica)

TITULO: Identificacion de estreptococos comensales con capacidad inhibitoria sobre
Streptococcus mutans y patoégenos periodontales, en la cavidad oral de personas con
Sindrome de Down

Y0, curuerrensesensessnsensensssessensssasssssssssssssssssssssssssnssssses s s s e s n e e annanennnaanen (nombre y apellidos), con

DNI N°

e Lei la hoja de informacién al participante del estudio arriba mencionado que se me
entregd, pude conversar con la Dra. Eliane Garcia Mato y hacer todas las preguntas
sobre el estudio necesarias.

e Comprendo que mi participaciéon es voluntaria, y que puedo retirarme del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis
cuidados sanitarios.

e Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones detalladas en la
hoja de informacién al participante.

e Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

e Accedo a que sean conservadas codificadas en la coleccion de muestras bioldgicas
para la linea de investigacion en genética de las enfermedades dentales, inscrita en el
Registro Nacional con el n® C.0003366

Fdo.: El/la participante, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el
consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:

Version: [numero da version], data [data da version].
Deberan firmarse tres modelos, uno sera entregado al participante, otro sera conservado en el centro en el que se obtuvo la
muestra, y el tercero seré conservado por el responsable del estudio de investigacion
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N
DES
DE COMPOSTELA

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA LA PARTICIPACION EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION (Adultos que no puedan leer/escribir)

TITULO: Identificacion de estreptococos comensales con capacidad inhibitoria sobre
Streptococcus mutans y patégenos periodontales, en la cavidad oral de personas con
Sindrome de Down

Y0, ettt sttt bbbt ettt 4 s e e e e e e e e aeaaeeanes (nombre y apellidos), con
DNI N° como testigo imparcial, afirmo que en mi presencia:
e Seleleyoa la hoja de informacién

al participante del estudio arriba mencionado que se le entrego, y pudo hacer todas
las preguntas sobre al estudio.

e Comprende que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus
cuidados médicos.

e Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la
hoja de informacién al participante.

e  Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion y utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

e Accedo a que sean conservadas codificadas en la coleccion de muestras bioldgicas
para la linea de investigacion en genética de las enfermedades dentales, inscrita en el
Registro Nacional con el n® C.0003366

Fdo.: El/la testigo Fdo.: El/la investigador/a que solicita el
consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:

Version: [nimero da version], data [data da version].
Deberan firmarse tres modelos, uno sera entregado al participante, otro sera conservado en el centro en el que se obtuvo la
muestra, y el tercero sera conservado por el responsable del estudio de investigacion
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U

UNIVERSIDADE
DESANTIAGO
DE COMPOSTELA

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA EL REPRESENTANTE LEGAL PARA LA
PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

TITULO: Identificaciéon de estreptococos comensales con capacidad inhibitoria sobre
Streptococcus mutans y patoégenos periodontales, en la cavidad oral de personas con
Sindrome de Down

Yo, (nombre y apellidos), representante legal de

(nombre y apellidos):

e Lei la hoja de informacién al participante del estudio arriba mencionado que se me
entrego, pude conversar con y
hacer todas las preguntas sobre el estudio.

e Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio
cando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus
cuidados médicos.

e Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la
hoja de informacién al participante.

e  Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio.

Respecto a la conservacion y utilizacién DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

e Accedo a que sean conservadas codificadas en la coleccion de muestras bioldgicas
para la linea de investigacion en genética de las enfermedades dentales, inscrita en el
Registro Nacional con el n® C.0003366

Fdo.: El/la representante legal Fdo.: El/la investigador/a que solicita el
consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:

Version: [numero da version], data [data da version].
Deberan firmarse tres modelos, uno sera entregado al participante, otro sera conservado en el centro en el que se obtuvo la
muestra, y el tercero seré conservado por el responsable del estudio de investigacion
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La enfermedad periodontal es una de las manifestaciones
orales mas prevalentes en el sindrome de Down (SD). Se
ha sugerido que en su etiologia multifactorial participan la
flora bacteriana, la respuesta del huésped y determinados
factores genéticos. El objetivo de este trabajo fue detectar
variaciones génicas asociadas a la presencia de
enfermedad periodontal en personas con SD, para
identificar genes de susceptibilidad y biomarcadores que

permitan predecir su riesgo de aparicion y severidad.
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