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RESUMEN

Asociacién entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, en una

poblacion de adultos residentes en Morelia, Michoacan
Palabras clave: Caries, poblacién, SNP's, AMBN, CPO-D

La caries dental es una de las principales enfermedades infecciosas a nivel mundial, la
cual esta caracterizada por la destruccién de los tejidos dentarios. Entre los factores
causantes de la misma, se encuentran la microbiota propia de la cavidad bucal, la
anatomia dental, hibitos higiénico-dietéticos y la susceptibilidad o resistencia
genética del hospedero. Se han realizado estudios en genes participantes en la
composicioén salival, respuesta inmune y en genes que participan en el desarrollo del
esmalte para determinar si existe una asociacién entre la susceptibilidad a caries y la
presencia de polimorfismos en estos para evaluar la susceptibilidad de caries en
adultos. Siendo el gen AMBN el responsable de codificar para la ameloblastina,
proteina que interviene en la diferenciacién ameloblastica y la formacién y
mineralizacién de los cristales de hidroxiapatita, principal componente del esmalte
dental Objetivo. Identificar la asociacién entre los polimorfismos en el gen AMBN con
la presencia de caries enadultos. Material y métodos. Se utilizaron las muestras de
ADN de 124 estudiantes de la facultad de odontologia, y 71 muestras de sangre
extraidas a pacientes y alumnos que acuden a la clinica de la Universidad Latina de
América, se amplificé una regién del gen AMBN. Los productos amplificados fueron
secuenciados y dichas secuencias fueron analizadas para la deteccién de
polimorfismos los cuales fueron asociados a la presencia de caries por medio de
Regresién Lineal. Resultados. El indice CPO-D de la poblacién analizada (194
muestras) es moderado. Se detectd la presencia de SNP’s en regiones intrénicas y
exoénicas del gen AMBN, siendo 4 los mas frecuentes y encontradndose una asociacién
positiva entre la presencia de SNP’s y un aumento del indice CPO-D. Conclusién. La
presencia de polimorfismos en el gen AMBN se relaciona positivamente con la

prevalencia de caries en una muestra de adultos que residen en Morelia.
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ABSTRACT

Polymorphisms in the AIMBN gene associated with the development of dental
enamel and its association with caries in a population of adults.

Keywords: Caries, population, SNP’s, AMBN, DMFT

Dental caries is one of the main infectious diseases worldwide, which is characterized
by the destruction of dental tissues, among the factors that cause it, are the microbiota
of the oral cavity, dental anatomy, hygienic habits and the susceptibility or genetic
resistance of the host. Studies have been conducted on genes involved in salivary
composition, immune response and genes involved in the development of enamel to
determine ifthere is an association between susceptibility to caries and the presence
of polymorphisms inthese to assess the susceptibility of caries in adults. The AMBN
gene is responsible for coding for ameloblastin, a protein that intervenes in
ameloblastic differentiation and the formation and mineralization of hydroxyapatite
crystals, the main component of dental enamel. Objective. To identify the association
between polymorphisms in the AMBN genes involved in the formation of enamel and
its association with the susceptibility to caries in adults. Material and methods. DNA
samples from 124 students of the dental school were used, in addition to 71 samples
taken from patients and students attending the clinic of the Universidad Latina de
America. Aregion of the AMBN gene was amplified, associated with the synthesis route
of the enamel. The amplified products were sequenced and these sequences were
analyzed for the detection of polymorphisms, which were associated with the presence
of caries bylinear regression. Results We analyzed 194 samples, where we found that
the CPO-D of the analyzed population is moderate according to the WHO classification,
as well as the presence of SNP's in intronic and exonic regions, being 4 the most
frequent. A positive association was found between the presence of SNP's and an
increase inthe DMFT index. Conclusion. The presence of a greater number of SNP s is
ahigher DMFT index compared to the samples analyzed that have a lower number of
SNP's, which shows a positive association in the genetic conditioning of the study

subjects to suffer caries.
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Asociaciéon entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblaciéon 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan

1. INTRODUCCION
1.1 Tejidos dentales

Los tejidos que conforman las piezas dentarias son el esmalte y la dentina
dental, los cuales conforman la corona. En la parte radicular se encuentra el
cemento dental que recubre la dentina y mantiene al diente enclavado en el
proceso maxilar mediante una articulacién llamada gonfosis o ligamento
periodontal. Dentro de la pieza dentaria se encuentra un paquete vasculo-
nervioso llamado pulpa (Fig. 1), el cual se encarga de la inervacioén e irrigacion

del diente (Teruel et al., 2015).

ESMALTE

DENTINA

SULPA CORONA
ENCIA E
b2\ 4, CUELLO
HUESO — 24 | I
CEMENTO ‘
MEMBRANA RAIZ

PERIODONTAL

NERVIOS Y VASOS
SANGUINEOS

S S\t

CONDUCTO DE LA RAIZ

Figura 1. Representacién gréafica de la estructura dentaria.
(Recuperada de http://mundodent. es/blog/anatomia-diente-humano/Febrero 2018)

El esmalte dental es el tejido con mayor dureza en el humano, es un
tejido acelular, no vascularizado, que se encuentra cubriendo la dentina en
la corona dental del diente, su color es translicido, lo cual varia

dependiendo de su nivel de mineralizacién, pero al ojo humano se percibe


http://mundodent.es/blog/anatomia-diente-humano/Febrero%202018

Asociacion entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblacion 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan

como blanco- amarillento, aunque este color no es propio ya que depende
del color de la dentina. Se compone en un 96% de material inorganico, el
cual estd conformado principalmente por un fosfato calcico llamado
hidroxiapatita, que se presenta en forma de cristales compactados en un
arreglo hexagonal. Otros componentes del esmalte dental son potasio,
magnesio, hierro, flior, manganeso, cloro y cobre, y el 4% restante lo
compone materia organica y agua (Tame, 2013).

La dentina es el tejido mas abundante en el diente, conformando la
mayoria de este. Dicha estructura esta compuesta por alrededor de un 50 %
de minerales, siendo los cristales de hidroxiapatita ricos en carbonato y
pobres en calcio los mas abundantes. Un 30 % de su volumen esta
compuesto por matriz organica, en su mayoria conformada por colageno
tipo 1 y un 20% restante de plasma sanguineo. Su microestructura esta
dominada por la presencia de tubulos dentinarios. Presenta un color
amarillento y posee una caracteristica reparadora (Fuentes, 2004). La
dentina mineralizada es relativamente rigida, pero posee una capacidad
amortiguadora que permite compensar la rigidez del esmalte y evitar la
fractura del esmalte ante los impactos masticatorios y su elasticidad
dependera del porcentaje de sustancia organica y el agua que contenga
(Kinney et al., 1996).

El cemento dental es un tejido conectivo, mineralizado, compuesto en un
65% de materia inorganica, formado principalmente por cristales de
hidroxiapatita y fosfatos de calcio, un 12 % de agua y un 23 % de fibras
colagenas. Al igual que el esmalte, cubre a la dentina, pero en su porcién
radicular; contiene una porcién de materia organica la cual esta formada por
fibras de colageno tipo I y por proteoglicanos, glucosaminoglucanos y
glicoproteinas (Diekwisch, 2001). Su funcién principal es mantener al diente
enclavado en el maxilar, anclando las fibras del ligamento periodontal a la
raiz del diente. Se encuentra formado por células especializadas como son

los cementocitos y los cementoblastos (Manisagian et al., 2012).
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1.1.1 Odontogénesis

Los dientes son érganos mineralizados que se encuentran en la cavidad oral,
cuya funcién principal es la masticaciéon, que comienzan su formacién en un
proceso embrionario llamado Odontogénesis (Fig. 2). Este comienza a partir de
la sexta semana de vida intrauterina y tiene un origen mixto, ya que su
formacién esta compuesta por tejido ectodérmico procedente del primer arco
braquial y tejido mesenquimal procedente de la cresta neural, la sefializacién
reciproca entre estos tejidos inicia su formaciéon (Kero et al., 2016). Después de
que se han determinado los sitios de formacién dentaria, comienzan a aparecer
dreas de engrosamiento epitelial, las cuales invaginan la mesénquima
subyacente, formando 20 brotes; a esta etapa se le conoce con el nombre de
etapa de brote o yema (Gémez et al., 2009).

La siguiente etapa se denomina de casquete. En esta etapa el mesénquima
localizado en la periferia de los brotes se condensa y las células epiteliales
gradualmente dejan de proliferar, haciéndose evidentes estructuras como el
epitelio dental interno y el epitelio dental externo. A la unién de estos en sus
extremos vestibular y lingual se le conoce con el nombre de asa cervical, la
cual es una estructura importante para el posterior desarrollo de la raiz
dentaria. En el centro, por accién de la presién del liquido intercelular, rico en
glucégeno, se localiza el reticulo estrellado, del que se desarrollara el esmalte
dental. Aproximadamente en la octava semana de vida intrauterina, es posible
observar los principios de la papila dental formada por tejido conjuntivo
condensado. Esta dara origen a la pulpa dental, y simultdneamente el
mesénquima que rodea el 6rgano dentario se condensa y se torna fibroso; a
esta estructura se le conoce como saco dental, que dara origen posteriormente
a la gonfosis, cemento y hueso alveolar (Gémez et al., 2009).

El dltimo y mas dramatico paso de la formacién de la corona dentaria, es la

etapa de campana. En su fase temprana se realiza el disefio de la interfaz entre
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el érgano del esmalte y la papila dental, adquiriéndose la forma de la corona
dental futura. Progresivamente, el crecimiento de los bucles cervicales se ve
mas limitado al final de esta etapa y se elimina el érgano del esmalte mediante
apoptosis programada. Sin embargo, en las piezas posteriores (premolares y
molares) se forman nudos de esmalte secundarios, generandose un sitio de
plegamiento epitelial adicional para la formaciéon de las futuras cuspides (Kero
et al, 2016). En esta etapa se profundiza la invaginacién y se origina la
diferenciacion de las células del epitelio dental interno en ameloblastos,
células encargadas de la formacién del esmalte. Las células de la papila dental,
que se encuentran debajo de los ameloblastos, se diferencian en
odontoblastos, encargados de la formacién de dentina (Gémez et al., 2009). Al
finalizar estos procesos, en donde los érganos dentarios son sometidos a varias
etapas histolégicamente diferenciadas, los dientes se encuentran
completamente preparados para la formaciéon de los tejidos duros de la corona

y posteriormente de la raiz.
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Figura 2. Esquema representativo del proceso de odontogénesis humana.
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(Recuperada de http://embriopam.blogspot.mx/2012/02/que-es-la-embriologia-buco-
dental.html)

Posterior al proceso de odontogénesis existen procesos especializados
para la formacién y mineralizacién de los tejidos que conforman el diente
propiamente dicho, los cuales son (Lacruz et al., 2009):

Dentinogénesis. Proceso por el cual se forma la dentina, la célula

encargada de su secrecién es el odontoblasto.

Cementogénesis. Proceso para la formacién y mineralizacién del

cemento dental, cuya célula encargada es el cementoblasto.

Amelogénesis. Proceso en el cual se forma el esmalte dental, la célula

especializada es el ameloblasto. Por ser de interés para este trabajo a

continuaciéon se describe de forma detallada el proceso de

amelogénesis.

1.1.2 Amelogénesis.

La amelogénesis es el proceso embrionario que forma el esmalte como
tejido mineralizado, el cual es llevado a cabo por una célula especializada
llamada ameloblasto. Estas células sintetizan y secretan una gran cantidad de
proteinas de la matriz del esmalte dentro de dominios espaciales (Lacruz et al.,
2009).

Los procesos quimicos que estan implicados en la formaciéon del esmalte
son regulados por los ameloblastos. El crecimiento de los cristales y la
secrecion de proteinas, ocurre de manera continua y sincronizada; una vez que
se ha completado el crecimiento posicional del esmalte, los componentes
organicos se eliminan enzimdaticamente y los espacios que contenian agua y
proteinas son reemplazados por cristales de hidroxiapatita (Bartlett et al., 2000).

El proceso de amelogénesis consta de dos etapas en las cuales se
realiza la elaboracién de la matriz organica y la mineralizacién de la matriz,
requiere un estricto control del pH y de la concentracion de bicarbonato. Este

proceso se subdivide tres fases principales:
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a)

b)

Pre-secretora. Los ameloblastos se diferencian y desarrollan un complejo
de unién en su nuevo apice, ensamblando un complejo de sintesis de
proteinas secretora y de maduracién (Lacruz et al., 2009). En esta etapa
hay periodos de elaboracién y reposo, y comienza a observarse la
formacién del proceso de Tomes. En esta fase el esmalte esta conformado
por un 65% de agua, un 20% de proteinas y 15% de material inorganico
formacion del esmalte (Becerik et al., 2009)

Secretora. Los ameloblastos se diferencian en células columnares, y el
reticulo endoplasmico y el complejo de Golgi se ubican cerca del polo
apical o polo secretor, el cual se caracteriza por un proceso de células
alargadas. Conocido con el nombre de proceso de Tomes, este
desempefia un papel importante en la organizaciéon de los cristales de
hidroxiapatita. Durante esta etapa los ameloblastos crean el espesor
completo del esmalte por medio de aposicidbn matricial, la cual
permanecera parcialmente mineralizada hasta la etapa de maduracién
(Lacruz et al., 2009). Al final de esta fase los ameloblastos disminuyen su
altura, hay una reduccién en los organulos encargados de la sintesis de
proteinas y se pierde el proceso de Tomes (Moradian-Oldak, 2012).
Maduracion. Durante esta etapa los ameloblastos cambian de morfologia
adquiriendo una forma de colmena. Dichas células se caracterizan por
membranas plasmaticas en el extremo apical, y proteinas extracelulares
son secretadas por los ameloblastos para su formacién. Al mismo tiempo
algunas de ellas son enzimas proteoliticas cuya funcidén es eliminar la
matriz organica (Lacruz et al, 2009; Kero et al.,, 2016) (Tabla 1). En esta
fase se da el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita, lo cual iniciara
ya que se haya secretado el total del espesor de la matriz. El proceso
comenzara en los bordes mas externos de la corona dental y se eliminara
la mayor cantidad de agua y matriz organica (Zelada Silva, 2009). Mientras
se produce un crecimiento aposicional del tejido del esmalte en ese

punto, los ameloblastos siguen siendo cé€lulas secretoras activas.
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Tabla 1. Proteinas secretadas durante la maduracion.

Proteina

Generalidades

Amelogeninas

Moléculas hidréfobas y fosforiladas, se denominan proteinas del esmalte
inmaduro. Se localizan entre los cristales, sin estar ligados, es la proteina
presente en mayor cantidad. Es una proteina pequefia, globular.
Codificada por el gen AMELX AN y AMELX.

Enamelinas

Moléculas hidréfobas, representan el 2.3 % de la matriz organica, resultan
de la degradacién de amelogeninas. Se localizan en la periferia de los
cristales, es la segunda proteina mas abundante en el esmalte. Sus
funciones no son del todo conocidas, pero se cree influyen en la funcién
de ameloblastos. También inhibe la proliferacién y es codificada por el

gen ENAM.

Enamelisina

Es una metaloproteinasa de matriz que estd asociada con la formacién del
esmalte dental, codificada por el gen MMP-20. Estd caracterizada por un
dominio comun que incluye un péptida sefial, un propéptido y un dominio
catalitico conteniendo un sitio para unién a zinc. Juegan un papel

importante en la remodelacién y desarrollo del tejido normal.

Ameloblastinas

o0 amelinas

Se encuentran en las capas mas superficiales del esmalte y en la periferia
de los cristales, representando el 5% de los cristales. Es formada por los
ameloblastos durante la etapa temprana de secrecién hasta las etapas
tardias de la amelogénesis. Algunos estudios han mostrado que la
ameloblastina regula la diferenciacién ameloblastica y se cree que
controla y promueve la mineralizacién y elongacién de los cristales de
hidroxiapatita en el esmalte durante el desarrollo dental. Codificada por el

gen AMBN.

Tuftelinas

Se localizan en la zona de unién amelodentinaria al comienzo de la
formacién del esmalte. Representan el 1-2 % del componente organico,
actuando como un punto focal para la formacién inicial de los cristales. Son
causantes de la hipomineralizacién del esmalte. El gen responsable de

codificarla es el TUFTI.

Calicreina-4

Proteina que participa en la degradacién de proteinas del esmalte,

degradando los restos de enmilina y los restos de amelogenina dejados




i.

ii.

iii.

iv.
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por las metaloproteinasas, en la parte superior del cristal. Es codificada

por el gen KLK4.

Durante la etapa de maduracién, los ameloblastos cambian de
morfologia, aunque no se tiene un conocimiento exacto de que desencadena el
cambio en los ameloblastos para cambiar entre las etapas funcionales. Lo que si
se conoce bien es el ciclo vital del ameloblasto (Fig. 3). El ciclo vital del

ameloblasto puede diferenciarse en etapas, las cuales son:

Etapa Morfogenética. Llamado preameloblasto, presenta una forma
cilindrica con un nucleo ovalado. En esta etapa se determina la forma de la
corona dental del diente.

Etapa de organizacién. Llamado ameloblasto joven, en esta etapa los
ameloblastos cambian de forma y se alargan, cambian su polaridad y los
organelos y el nucleo se dirigen hacia su porcién distal. Los ameloblastos
jovenes se encuentran alineados y unidos estrechamente. En esta etapa los
ameloblastos quedan separados de la papila dental, su principal fuente de
nutrientes, por accién de los odontoblastos, por lo que invierten su
nutricién la cual a partir de este momento procedera del saco dentario. En
esta etapa ya se detecta le presencia de amelogenina.

Etapa formativa. Ameloblasto activo, secretor y maduro, el cual ya ha
perdido la capacidad de dividirse por mitosis. Esta etapa esta caracterizada
por la presencia del proceso de Tomes, considerado el precursor
intracelular de la matriz organica del esmalte.

Etapa de maduracion. La etapa comienza una vez que se ha formado la
mayor parte del espesor de la matriz del esmalte. En esta etapa el
ameloblasto se reduce de tamafio, aumenta su diametro transversal y el
complejo de Golgi y el proceso de tomes desaparecen. Las células tienen
capacidad absortiva, lo que les permite eliminar agua y matriz organica del

esmalte, generando asi el espacio para el componente inorganico. En la
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transicién a esta etapa se reporta la disminucién del 50% de la poblacién
ameloblastica por apoptosis.

Etapa de proteccion. Una vez que el esmalte se ha mineralizado en su
totalidad, el ameloblasto entra en estado de regresién, dejan de
organizarse y los organelos disminuyen su volumen. Estos elementos
celulares y los ameloblastos no pueden ser diferenciados y se fusionan con
el resto de las capas del érgano del esmalte; asi mismo, constituyen una
capa estratificada llamada epitelio reducido cuya funciéon es proteger el
esmalte maduro. El ultimo producto de secrecién del ameloblasto es la
cuticula primaria.

Etapa desmolitica. En esta tapa, el epitelio reducido del esmalte prolifera
y atrofia el tejido conectivo que lo separa del epitelio bucal para fusionar

ambos epitelios.
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Figura 3. Ciclo vital de un ameloblasto.
Recuperada de https://es.slideshare.net/danidelpilar93/amelognesis)
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El desarrollo de los amelobastos, tiene un progreso que comienza en los
bordes incisales o en las cuspides, en direccién al asa cervical, lo que le
proporciona la forma a la corona del futuro diente (Gémez et al., 2012).

1.1.3 Ameloblastina.

La ameloblastina, es la nanomelogenina mas abundante del esmalte en
desarrollo y desempefia un papel fundamental en la formacién del esmalte
(Wald et al.,, 2013). La amelogenina es una proteina fosforilada, rica en prolina y
glutamina, intrinsecamente no estructurada. Se sugiere que juega un papel en
el mantenimiento de la estructura prismatica del crecimiento de los cristales en
los limites de este y estd involucrada en la adhesién de los ameloblastos,
desempefiando un papel como factor de crecimiento o molécula de
sefializacién (Fukumoto et al, 2004). Posee dos dominios de unién a calcio que
interactia con los iones de Ca?' después de que han sido liberados por la
protedlisis.

Es codificada por el gen AMBN que contiene 13 exones, el cual se
encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 4 (4ql3.3). El sitio de
inicio de transcripcién y la regién promotora del gen AMBN contienen
elementos que actian en cis potenciando o suprimiendo la transcripcion.
Algunos de estos elementos regulan la actividad de la transcripcién en células
mesenquimatosas in vitro, y el factor de transcripcién es esencial en la
diferenciacién de los osteoblastos (Delsuc et al., 2015).

La mayoria de las proteinas que estan relacionadas con la formacién de
control de crecimiento y orientacion de los cristales de hidroxiapatita son
intrinsecamente desordenadas. La amelogenina esta involucrada no solo en la
biomineralizacion y promociéon de la elongacién de los cristales, también
participa en la respuesta inflamatoria en los huesos y dientes. Se ha sugerido
que esta proteina tiene un componente proteina-proteina especifico, que
participa en auto-interacciones y co-interacciones para realizar el ensamblaje

organizado de la matriz organica (Delsuc et al.,, 2015).
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1.2 Fisiopatologia

Una vez que los dientes se han formado, comienzan un proceso de
erupcién el cual en los humanos consta de dos etapas. La primera etapa
comienza a partir de los 6 meses de vida, con la erupcién del primer incisivo
central inferior y termina aproximadamente a los 32 meses de vida con el
segundo molar superior; a esta denticién se le conoce con el nombre de
denticién primara. Su reemplazo posterior por una denticion secundaria o
permanente comienza a partir de los 6 afios de vida con la erupcién del incisivo
central inferior para terminar a los 12 afios, aunque en algunas personas se
puede presentar la apariciéon de terceros molares con edades comprendidas
entre los 17 a 21 afios (ADA, 2018).

Una vez que los dientes han erupcionado, se presenta un constante
proceso de desmineralizacidén y re-mineralizacién, que en conjunto con la
ingesta de hidratos de carbono propios de la dieta que, al ser metabolizados
por la microbiota de la cavidad oral, desciende el pH por debajo de 5.5. Esto
ocasiona que el diente pierda minerales, ya que se ha demostrado que existe
un intercambio idnico activo y permanente entre el esmalte y el medio bucal.
Asi, cuando el pH de la saliva es superior a 5.5 el diente se mantiene sano y la
concentraciéon de calcio y fostato es mayor que el producto de solubilidad de la
hidroxiapatita (Monterde et al., 2002).

Cuando no se tienen las condiciones necesarias para que el diente se
mantenga sano, se produce una lesiéon incipiente en el esmalte dental,
caracterizada por aparecer como una mancha blanca. Dicha lesién puede
revertir después de 30-45 minutos, si el pH aumenta y el medio bucal se
neutraliza, ya que se produce un depésito de minerales (fosfatos y sales)
provenientes de la saliva en la superficie del diente (Monterde et al., 2002).
Dependiendo de la capacidad de buffer de la saliva y de algunas proteinas

salivales, las cuales tiene propiedades antibacteriales y efectos mineralizantes,
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se pueden influir o detener el proceso carioso, pero si esta lesién progresa se

forma una cavidad (Hakuei et al., 2010).

1.2.1 Caries

Los dientes en la cavidad oral estan sujetos a la erosién cuando se produce una
lesion en el esmalte, lo que origina una enfermedad llamada caries. La caries es
definida como la desintegracion gradual de los tejidos mineralizados del
diente, que puede tener o no afectacién de la pulpa. A medida que el proceso
de desmineralizacién del esmalte continia y llega a la dentina, la destruccién
es mucho mas rapida y comienzan a percibirse las molestias caracteristicas
(dolor, sensibilidad al calor y al frio, etc.). Es una enfermedad de caracter

infeccioso y multifactorial (Tapia et al., 2009).
a) Etiologia

La caries es una enfermedad multifactorial, y dentro de los factores que

favorecen su desarrollo se incluyen:

e Tiempo. La placa dental es capaz de producir caries por su capacidad
acidogénica y acidurica, de manera que los carbohidratos fermentables en la
dieta no son suficientes. Estos deben actuar durante un tiempo prolongado
para mantener un pH acido constante, inferior a 7, para generar con el
tiempo una desmineralizacién dentaria (Negroni, 2009). Un érgano dental es
capaz de resistir 2 h por dia de desmineralizacién sin sufrir lesién en su
esmalte, por la capacidad buffer de la saliva (Gati & Vieira, 2011).

e Dieta. Los alimentos ricos en azucares simples facilitan la formacién de
acidos organicos, que disuelven las sales de calcio del diente y provocan
caries; sin embargo, no todos los azicares simples tienen la misma
capacidad cariogénica (Tapia et al, 2009). Los almidones no la producen,
pero una enzima presente en la saliva, denominada alfa amilasa salival o
ptialina, es capaz de degradar el almidén hasta maltosa, y de acuerdo al

tiempo que permanezca el bolo en la boca podria escindirla hasta glucosa
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(Soames & Southern, 2005). Los azucares simples son administrados bajo
formas adherentes, como el chocolate, los bombones o los caramelos
masticables. Dado que la fermentacién acida depende mas de la duracién,
ya que la presencia de azicar en la dieta produce 18 horas de
desmineralizacién asociada a la destruccidén quimica dental, los azicares en
la cavidad bucal al ser metabolizados producen una disminucién en el pH
salival que favorece la desmineralizacién del esmalte (Tapia et al., 2009)

e Biofilm. La formacién de la caries requiere la implantacion y el
sobrecrecimiento de una serie de microorganismos, pero su presencia no
implica necesariamente que llegue a formarse caries. La cavidad oral posee
una microbiota propia, firmemente adherida entre si, que recubre tanto
tejidos blandos como superficies duras y se encuentra rodeada vy
entremezclada con material abidtico extracelular (Tapia et al, 2009). La
microbiota normal de la cavidad oral contiene una gran cantidad de
microorganismos, aproximadamente de 700 especies bacterianas (Belda-
Ferre et al., 2012). En condiciones f{isiolégicas, la presencia de esta
microbiota no es el origen de la enfermedad, pero el desequilibrio de este
ecosistema microbiano es la base etiopatogénica de la caries dental y las
enfermedades periodontales, ya que la microbiota al adherirse a la
superficie dental se nutre de los residuos alimenticios de la boca,
principalmente carbohidratos, los fermenta y produce el acido lactico que
ataca el componente inorganico del esmalte dental, desmineralizandolo y
favoreciendo su destruccién (Negroni, 2004). En particular, las especies
bacterianas mas frecuentemente relacionadas con la induccién de caries se
presentan en la Tabla II. De todas ellas, el principal agente etiolégico de la
destruccién del esmalte son las cepas de Streptococcus mutans serotipo C
(Tapia et al., 2009), seguido por Haemophilus en la mucosa oral, Actinomyces
en la placa supragingival, y Prevotella en el surco gingival (Belda-Ferre et al.,

2012).
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Tabla II. Principales bacterias asociadas a caries, presentes en la
cavidad oral.

Streptococcus oralis Streptococcus mutans
Actinomyces Streptococcus sobrinus
Haemophilus Streptococcus salivarius
Neisseria flava Streptococcus mitis
Lactobacillus acidophilus Streptococcus sanguis
Bifidobacterium Actinomyces viscosus
Rothias Actinomyces naeslundii
Clostridium Propionibacterium

Anatomia dental. La propia morfologia de las piezas dentarias, la
composicion de su superficie y su localizacién hacen que los dientes
retengan mas o menos placa dental. Los dientes de superficie lisa son
menos susceptibles que los molares y premolares, considerados las
piezas mas susceptibles a padecer caries, por la presencia de fosetas,
puntos y fisuras. La presencia de abundantes surcos en una cara oclusal,
hacen mas dificil la autoclisis. Las piezas dentales con defectos de
mineralizacién son muy susceptibles a desarrollar caries (Messer et al.,

20086).

Habitos: El consumo de hidratos de carbono, especialmente entre
comidas, sin una higiene dental adecuada, provoca que las bacterias de
la placa dental desarrollen un efecto caridgeno continuo. Entre las
medidas de higiene oral o bucal mas importantes y accesibles se
encuentra el cepillado dental, con o sin uso adicional de auxiliares.

El uso de chicle, siempre que no contenga azucares hidrolizables,
tiene un efecto beneficioso en la prevencién de las caries, ya que
estimula la produccién de saliva la cual es de naturaleza alcalina, por lo
que neutraliza a los acidos procedentes del hidrélisis microbiana de los
azucares simples.

El uso de fluoruros previene hasta en un 60% la incidencia de
caries. Su efecto anticaridgeno se debe a la incorporaciéon del ién fluor

(F) a la hidroxiapatita del esmalte, sustituyendo a restos hidroxilo (HO") y
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formando fluorapatita, mucho mas duro y resistente que la hidroxiapatita.
La presencia de fluoruros en la saliva favorece el depésito de calcio y
fosfato y por tanto la remineralizacién del esmalte (Tapia et al., 2009).

El consumo de tabaco duplica la probabilidad de padecer caries,
asi como el uso de algunos medicamentos, ya que disminuyen el pH
salival, condicionando a las piezas dentarias a padecer caries. El uso de
tabaco puede disminuir la respuesta inmune del hospedero (De la cruz et

al., 2017).

e Susceptibilidad genética. Los factores genéticos y ambientales pueden
contribuir a incrementar el riesgo y susceptibilidad a la caries (Gutiérrez et
al., 2013). La fase de amelogénesis del desarrollo del esmalte esta controlada
por los genes de formacion del esmalte (Fincham et al., 1999). El tamafio, la
forma, la estructura y la composicién del esmalte se ven afectados por
variaciones genéticas, ya que la caries se inicia por la desmineralizacién
(Simmer y Hu, 2001). Los estudios de asociacidon genética de caries dental
han sugerido que la caries puede estar influenciada por variaciones en los
genes de la formacién del esmalte, como ameloblastina (AMBN),
amelogenina (AMELX), enamelina (ENAM), metaloproteinasa de la matriz 20
(MMP20) y tuftelina (TUFT1) (Shimizu et al., 2012; Wang et al., 2012; Gasse et
al., 2013; Shaffer et al., 2015; Gerreth et al., 2016).

Estudios previos han tratado de explicar como los genes de la formacion
del esmalte influyen en la susceptibilidad a la caries (Shimizu et al., 2012;
Daubert et al., 2016; Uhlen et al., 2016). Una hipédtesis es que la variacién en
estos genes da como resultado la formacién de esmalte mas susceptible al
desafio cariogénico (Shimizu et al.,, 2012). Otra hipétesis establece que el
huésped puede o no tener una mayor incidencia de caries, dependiendo de
los antecedentes genéticos (Wang et al., 2012). Sin embargo, los habitos
orales de un individuo pueden actuar como moderadores del factor genético

a una mayor o menor susceptibilidad a padecer caries (Tannure et al., 2012).
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1.3 Polimorfismos genéticos

Se han hecho numerosos esfuerzos en el mapeo de genes para
identificar loci genéticos especificos que contribuyen a la susceptibilidad de
caries (Werneck et al., 2011). Estos estudios incluyen el analisis de genes
relacionados con la formacién y composicién salival, genes que participen en la
respuesta inmune y genes que participen en el desarrollo del esmalte. La
mayoria de estos estudios son basados en el andlisis de polimorfismos. Existen
millones de alteraciones genéticas denominadas polimorfismos, los cuales son
una variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los
individuos de una poblacién y tiene que estar presentes en el 1 % de la
poblacién humana, de no ser asi, serdn denominados como una mutacién
puntual (Chorley et al., 2008). La mayoria de los estudios se basan en el analisis
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s, por sus siglas en inglés).

Un polimorfismo de un solo nucleétido es la forma mas comun de
variacion génica. Se clasifica como el cambio de un nucleétido unico por otro
en un lugar determinado del ADN, que puede afectar la manera en que un
individuo responde a su ambiente y modificar el riesgo de padecer alguna
enfermedad. La mayoria de los millones de SNP’s presentes en el genoma
humano tienen poco efecto sobre la regulaciéon génica o la actividad proteica,
pero hay circunstancias en donde el cambio de base puede tener efectos
negativos (Chorley et al., 2008). Los SNP’s que se encuentran en regiones
codificantes pueden modificar la cadena de aminoacidos, afectando la proteina
(mutaciones sinénimas o no sinénimas). Los SNP’s que se encuentran en
regiones no codificantes son de prondstico mas dificil, aunque ya se tienen
reportes en la literatura, de las consecuencias en el proceso de maduracién del
mensaje (splicing), la unién de factores de trascripcién y la modificacién de la
secuencia de ARN no codificante. Asi mismo, pueden afectar secuencias
reguladoras de los genes, incluyendo promotores, silenciadores,

potenciadores y sitios de union a factores de transcripciéon. Todo esto conlleva a
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cambios en la expresién génica y el fenotipo, afectando asi la susceptibilidad a
enfermedades y a la exposicién ambiental de un individuo o poblacién
(Chorley et al., 2008).

Otro tipo de polimorfismos son los polimorfismos en tdndem o VNTR
por sus siglas en inglés. Estos son repeticiones de secuencias de 9 a 100 pares
de bases, que pueden ser deleciones grandes o pedqueiias, inserciones o
duplicaciones segmentarias. Son comunes y representan aproximadamente el
90% de la variacién génica de la secuencia conocida. Estos polimorfismos
pueden utilizarse como un marcador molecular.

Por d1ltimo, estdn polimorfismos en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP’s), los cuales son secuencias especificas de nucleétidos en
el ADN que son reconocidas y cortadas por las enzimas de restriccidn o
endonucleasas que varian entre individuos. Las secuencias de restriccion
presentan usualmente patrones de distancia, longitud y disposicién diferentes
en el ADN de diferentes individuos de una poblacién, por lo que se dice que la
poblacién es polimoérfica para estos fragmentos de restricciéon. Los RFLP’s son
marcadores génicos del ADN y se pueden encontrar en regiones que codifican
proteinas o exones, en los intrones o en el ADN que separa un gen de otro
(Adel Abuzenadah, 2017).

La secuenciacion de genes es la manera mas directa para detectar una
mutacion o un polimorfismo, siendo este ultimo el mas Optimo para el
diagnéstico de una enfermedad antes de que se desarrolle o la predisposicién
genética de la misma cuya causa no sea unica. Al ir caracterizando un numero
mayor de polimorfismos, se hace posible la construccién de un mapa de SNP’s,
lo que los hace de utilidad para utilizarlos como determinantes de

enfermedades (Luque & Hérraez, 2012).

1.3.1 Polimorfismos genéticos relacionados con caries

El enfoque que se ha dado en relacién a los genes asociados con caries

incluye tres grupos principales, los genes involucrados en la formacién y
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composicién salival, los que intervienen en la respuesta inmune y los genes

participantes del desarrollo del esmalte dental (Vieira, 2012).

1.4 Gen AMBN

El gen AMBN codifica para la proteina de la matriz del esmalte llamada
ameloblastina, que como se menciondé anteriormente es importante para la
formaciéon y mineralizacion de la matriz del esmalte dental, y se encuentra
dentro del grupo de genes de fosfoproteina de unién al calcio. Esta localizado
en el brazo corto del cromosoma 4 (13.3) y cuenta con 13 exones. Mutaciones
en este gen se han asociado con la dentinogénesis imperfecta y la
amelogénesis imperfecta autosémica dominante (Ref Seq, 2011). Se cree que el
gen AMBN controla el alargamiento de los cristales del esmalte y generalmente
dirige la mineralizacién del esmalte durante el proceso de formacién del
mismo (Ergoz et al., 2014).

El gen AMBN posee posiciones que han sido sometidas a fuertes
presiones a lo largo de 200 millones de afios. Estas posiciones corresponden a
sitios de escisiéon y residuos hidroxilados, glucosilados y fosforilados, y se
presume que estas posiciones conservadas serian potencialmente
responsables de desérdenes en el esmalte si fuesen sustituidos (Delsuc et al,
2015). Se tiene el reporte de 1301 SNP’s localizados en el gen AMBN. Varios
SNP’s ya se han reportado con asociaciones a caries con otras enfermedades
(Exrgoz et al, 2014). Los estudios de analisis de todo el genoma sugieren que
aproximadamente 30 SNP’s se asocian con susceptibilidad a caries en nifios con
asma (Ramasamy et al., 2012). Se ha reportado asociacién con caries a partir de
la interaccién con flior en pacientes pediatricos, a mayor ingesta de fluor
menor presencia de la enfermedad, reportandose SNP’s asociados a caries en
diferentes poblaciones. El polimorfismo rs7439186 presente en el gen AMBN,
es el polimorfismo asociado a esta condicién (Wang et al, 2012; Shaffer et al.,

2014).
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El gen AMBN estd relacionado también con el desarrollo de la
amelogénesis imperfecta (Al). En ratones se ha confirmado que SNP’s en este
gen, estan estrechamente relacionados con en el fracaso de la amelogénesis
normal. Mediante la secuenciacién del exoma, se han identificado deleciones
en el exén numero 6 del gen AMBN en familias consanguineas, lo cual resulta
en el acortamiento de la proteina, generando un esmalte aprismatico y mas
delgado. Por lo anterior también se sugirié que el gen AMBN puede funcionar
en el desarrollo 6seo (Poulter et al., 2014).

Estudios estructurales y funcionales que detallen las funciones de
AMBN, se han visto sustancialmente limitados por la escasez de la proteina no
degradada. Pero se ha reportado el procedimiento para la produccién de una
proteina altamente purificada de AMBN humano, en cantidades que
permitieron realizar su caracterizacién estructural. En dicho estudio se
demostré que AMBN se auto asocia, y el andlisis de deleciones reveld que un
segmento N-terminal codificado por el exén 5 comprende dos regiones cortas,
independientemente estructuradas y que desempefian un papel clave en el
auto ensamblaje de AMBN (Walt et al., 2013). Por lo que, al encontrar todas las
posibilidades de estudio del gen AMBN y su participacién en la formacién del
esmalte, es de suma importancia el andlisis del mismo para mejorar la
comprension del papel de la ameloblastina en el proceso de amelogénesis y

sus consecuencias al encontrarnos con un polimorfismo en el gen.

1.5 Indice CPO-D

El indice de piezas cariadas, perdidas y obturadas o indice CPO, fue
desarrollado en 1935 por Klein, Palmer y Knutson, durante un estudio del
estado dental de nifios de escuelas primarias en Hagerstown, Maryland, EUA.
Se ha convertido en el principal indice en los estudios odontoldgicos, en los
cuales se cuantifica la prevalencia de caries dental. Este estudio sefiala la
experiencia de caries presente y la experiencia de caries pasada, pues toma en

cuenta piezas con lesidon cariosa y con tratamiento realizado. El indice se
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obtiene de la sumatoria de los dientes obturados y perdidos, incluyendo las
extracciones indicadas, divididos entre el total de los individuos examinados
(Aguilar et al, 2009).

Se utiliza una d en el caso de que la poblacién analizada sea infantil y
una D en el caso de una poblacion de adultos, se calcula con base en 28 dientes
permanentes, excluyendo los terceros molares (Piedro gil, 2003). ILa
organizacion mundial de la salud, lo clasifica de acuerdo a la severidad (Tabla

10I).

Tabla IO. Indice de CPO-D segtin los
criterios establecidos por la OMS.

Indice

Valor

Muy bajo 0.0al.l

Bajo 1.2a2.6

Moderado 2.Ta4.4

Alto 4.5a>6.5

1.6 Prevalencia de caries dental

La caries dental es una de las enfermedades bucales de mayor
prevalencia en el mundo al afectar hasta el 90-95% de la poblacién. En los
ultimos afios se ha reducido su frecuencia en paises desarrollados, aunque no
sucede lo mismo en paises en vias de desarrollo, lo cual ha motivado a los
investigadores a estudiar el perfil epidemiolégico y clinico de la caries dental,
como su prevalencia y los factores de riesgo asociados (Rivera et al, 2017). Se
estima que del 60 al 90 % de los pacientes en edad escolar y el 95 % de los
adultos padecen caries alrededor del mundo y alrededor del 30% de la
poblaciéon mundial con edades comprendidas entre los 65 y 74 afios no tienen
dientes naturales (OMS 2017).
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Los factores causales que producen caries estan identificados, sin
embargo, factores como las condiciones en la vida de una poblacién pueden
predisponer a su padecimiento, lo que origina que las estrategias planteadas
por las organizaciones de salud sean insuficientes para erradicar la
enfermedad (Rivera et al, 2017). Determinar la prevalencia de caries y sus
factores de riesgo asociados es importante para el disefio y aplicacién de
estrategias de intervencion que modifiquen estos factores en grupos
vulnerables, y para el calculo de las necesidades materiales y los recursos
humanos necesarios para enfrentar este problema de salud a nivel regional y
nacional (Rivera et al., 2017).

En el caso de México, el Sistema de Vigilancia epidemiolégica de
patologias bucales (SIVEPAD), mediante la encuesta nacional de caries
realizadas a pacientes que acuden a la clinica del IMSS, ISSTE y clinica de la
Secretaria de Salud Publica, se determiné que en la poblacién analizada el
93.2% presenta caries dental. Mientras que el indice de CPO-D fue de 12.7,
considerado un indice muy elevado. La edad en donde se concentré el mayor
numero de pacientes con caries fue de 25 afios, siendo las mujeres las que
presentaron mayormente dicho padecimiento (SIVEPAD, 2015).

Para el estado de Michoacan la prevalencia de caries es del 62 % en
nifios de 6 afios; teniendo en cuenta que un nifio con caries sera un adulto con
caries, el prondstico para la edad adulta, es que mas de la mitad de la
poblacioén presentara caries en la edad adulta. El indice de CPO-D en el estado
de Michoacan es de 3.09, un indice moderado de acuerdo a los criterios de la
OMS, aunque comparando el indice de CPO-D con afios anteriores, el indice ha

aumentado en los ultimos anos.

1.7 Antecedentes locales

En el laboratorio de Genética Molecular Microbiana de la UMSNH, se
realizé la tipificaciéon genético molecular de aislados bacterianos obtenidos de

la cavidad oral de nifios de ambos sexos, con edades comprendidas entre 1 y
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12 afios, de la ciudad de Morelia. Se obtuvieron 516 aislados, de los cuales solo
12 pertenecian a Streptococcus mutans, por lo que se llegé a la conclusiéon que
otros microorganismos o factores estaban mayormente implicados en el
proceso carioso y pueden ser el comun denominador de la caries en esta
poblacién (Lépez-Torres, 2009).

En otro estudio realizado también en el estado de Michoacan a 125
estudiantes inscritos en la UMSNH, con edades entre 18 y 44 afios, siendo la
mayoria del sexo femenino, se encontré una prevalencia de caries en esta
poblacién de estudio del 71.8% y un indice de CPO-D de 3.07, lo cual
concuerda con lo reportado por el SIVEPAD, en este estudio, se reportd una
relaciéon entre el CPO-D y la edad, ademas de una asociacion positiva entre la

caries con ciertos polimorfismos en el gen AMELX (De la Vega, 2015).

22



Asociacion entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblacion 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan

2. JUSTIFICACION

La caries en México y a nivel mundial ocupa el primer lugar en
enfermedades de la cavidad oral, y la mayoria de los estudios se enfocan en
poblacién infantil en edades comprendidas entre los 6 y 15 afios de edad, por
lo que existen pocos datos referentes a sujetos de mayor edad. Ya se ha
reportado que los polimorfismos en los genes asociados con el desarrollo del
esmalte tienen relacién con la susceptibilidad a padecer caries en diferentes
poblaciones (caucasicas, afro americanas y brasileiias). No obstante, en México
y especificamente en el caso de Michoacan, solo existe un estudio en el que se
encontr6 una asociacidon positiva entre el indice CPO-D con ciertos
polimorfismos en el gen AMELX (De la Vega, 2015), por lo que son necesarios
estudios adicionales que permitan evaluar la asociaciéon entre dicho indice y los
polimorfismos de otros genes asociados al proceso de denticion.

En el presente estudio se incluyeron muestras de 124 estudiantes de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo analizadas en el estudio de De la Vega, 2015 y de 72 pacientes que
acuden a la clinica de odontologia de la Universidad Latina de América (UNLA).
Todos los sujetos de estudio son residentes de la ciudad de Morelia, por lo que
el presente andlisis contribuye a comprender mejor la etiologia de la caries en
adultos residentes en una subpoblacién del centro de México. La informacién
aqui generada serad pionera en el analisis de polimorfismos relacionados con
caries en México y podra ser utilizada para el desarrollo de mejores técnicas
de prevencion por parte del sector salud, adecuadas a esta poblacién. Estudios
posteriores en otras regiones del pais utilizaran los datos del presente trabajo
para ir generando un panorama sobre la distribucién de polimorfismos en

genes asociados a denticién y su relacioén con el proceso de caries.
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3. HIPOTESIS

La presencia de polimorfismos en el gen AMBN que codifica para la
ruta de sintesis del esmalte dental, se relaciona con la prevalencia de caries en

una muestra de adultos que residen en Morelia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar la asociacién entre polimorfismos del gen AMBN
involucrado en la formacién de esmalte dental, con la presencia de caries en

una muestra de adultos.

4.2 Objetivos especificos.

* Buscar polimorfismos en el gen AMBN de la poblaciéon de estudio.
* Determinar la correlacién entre el indice CPO-D y los polimorfismos

genéticos detectados en el gen AMBN.

24



Asociaciéon entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblaciéon 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Adultos que acudan a
clinica UNLA

124 estudiantes
(De la Vega 2015

Figura 4. Estrategia experimental.
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6. MATERIALY METODOS

6.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo transversal.

6.2 Universo de estudio

Estudiantes inscritos en la Facultad de Odontologia de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, UMSNH (De la Vega, 2015) ademas de
pacientes y estudiantes que acuden a la clinica de odontologia de la

Universidad Latina de América (UNLA).

6.3 Muestreo

Se contd con las muestras existentes en el Laboratorio de Genética
Molecular Microbiana, de la Division de Estudios de Posgrado perteneciente a
la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”. Las
muestras provienen de 124 estudiantes inscritos en la Facultad de Odontologia
de la UMSNH (De la Vega, 2015), ademas de 71 muestras de sangre obtenidas
de pacientes y estudiantes que acuden a la clinica de odontologia de la
Universidad Latina de América (UNLA). De cada uno de los sujetos que
participaron en este estudio se llenaron historias clinicas (Anexo A) y se relizd
la firma del conocimiento informado (Anexo B), después de haber recibido una
explicacién acerca del motivo del estudio y la relevancia de su participacién en

el mismo.

6.3.1 Criterios de inclusion

* Sujetos de ambos sexos.
* Sujetos mayoresde 18 afios de edad.

* Sujetos que hayan firmado su consentimiento informado.
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* Sujeto con el expediente completo.

6.3.2 Criterios de exclusion

* Sujetos menores de 18 afios de edad.

* Sujetos que no hayan firmado la carta de consentimiento informado.

6.3.3 Criterios de eliminacion

* Sujetos que no tengan debidamente integrado su expediente.

* Sujetos que no finalizaron la etapa de muestreo.

* Sujetos que decidieron por voluntad propia dejar de participar en el

estudio, con la correspondiente Carta de revocacion de consentimiento

Se realizd el calculo de la N muestral (Diaz et al, 2002) para la clinica de la

Universidad Latina de América, para asegurar que el estudio tuviera una

muestra significativa de los pacientes que acuden a la misma. Este calculo fue

hecho mediante la féormula presentada en la fig. 5, dandonos un total de 47

sujetos de estudio, con un indice de confiabilidad del 95% y un valor

estadistico del 80%.

Figura 5. Férmula utilizada para realizar la N muestral del presente estudio.

6.4 Consideraciones éticas

Este proyecto se llevé a cabo bajo los principios éticos y bioéticos para

la Investigacién en Seres Humanos de la Declaracién de Helsinki de la

Asociacién Médica Mundial (WMA, 2000), del Informe Belmont. También se

consideré6 el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
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Investigacién para la Salud, en su Titulo Quinto, Capitulo Unico, Articulo 100;
con base en ella, el presente estudio se considera una investigacién de riesgo
minimo para el paciente.

Ademas, se aplicé la Reglamentacién, Misién y Visidén de las Facultades
de Odontologia y Medicina de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo y de la Universidad Latina de América, en relacién a la investigacién.
Fueron consideradas todas las posibles eventualidades que pudiesen
presentarse en el presente estudio en el Consentimiento Informado del Anexo
B (De la Vega, 2015).

Se cuenta con la autorizacién al Comité de Bioética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH)
para las muestras ya existentes en el Laboratorio de Genética Molecular
Microbiana, de la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio
Chavez” de la UMSNH. Se obtuvo la aprobacién del Comité de Bioética de la
Universidad Latina de América para poder obtener datos clinicos y la muestra
sanguinea de los sujetos de estudio que acudian a las clinicas de odontologia
de la UNLA, edificio F.

En este estudio la Candidata a Maestra en Ciencias de la Salud Claudia
Ivett Guillen Reyes, fue la responsable de la recoleccién de informacion clinica,
el manejo de los datos y tratamiento de las muestras, asi como del manejo final
de los resultados.

La informacién obtenida se traté con absoluta confidencialidad, conforme
a la Ley Federal de Proteccién de Datos personales en Posesién de los

Particulares, y por ningun motivo se compartié con terceros.

6.5 Llenado de encuestas

Una vez obtenida la autorizacién del Comité de Bioética de la
Universidad Latina de América, se procedidé a la recoleccién de datos de las

historias clinicas de la UNLA, la cual cumple con todos los requisitos impuestos
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en la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-004-SSA3-2012, del expediente clinico
(Anexo C).

Se excluydé del estudio la valoracién del tercer molar, ya que por las
edades de los estudiantes mas jévenes o por razones evolutivas podria ya no
presentarse en cavidad oral, lo que ocasionaria un sesgo a la hora de evaluar

los resultados.

6.6. Calculo del CPO-D

El indice CPO-D se calculé mediante la sumatoria de todos los indices de
CPO-D de nuestra poblaciéon de estudio, dividida entre la n muestral, para

obtener una variable de caracter cuantitativo.

indice CPO-D = ¥ CPO-D individuales

n

6.7 Toma de muestra sanguinea

Se extrajeron 5 mL de sangre venosa de cada uno de los sujetos de
estudio en la enfermeria de la UNLA por puncién venosa, la cual fue

recolectada en un tubo con EDTA para su posterior almacenamiento a -20°C.

6.8 Extraccion de ADN

Se colocaron 2 mL de muestra sanguinea en un tubo con resina marca
ED Vacutainer. Se agregaron 2 mL de regulador de lisis (Tris-HCL 100 mM, pH
8.0, SDS 2%, NaCl 100 mM, EDTA 50mM) y 1 mL de solucién fenol-cloroformo
(1:1 v/v) pH 8.0. Posteriormente, las muestras se agitaron en vértex durante 5
min y se centrifugaron durante 10 min a 5000xg. Del sobrenadante (fase
acuosa) se tomaron 5 alicuotas de 400 pL y se colocaron en micro tubos de 1.5
mL. Este tratamiento con fenol-cloroformo se repiti6 nuevamente. El
sobrenadante se transfirié a otro microtubo y el ADN se precipitd con el mismo

volumen de isopropanol frio durante 2 h a -20°C. Transcurrido ese tiempo se
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centrifugdé durante 10 min a 9.4G, se desecho el sobrenadante y la pastilla de
ADN se lavé dos veces con 200 pL de etanol a 70%. Se dejo secar a temperatura
ambiente y se re-suspendié en 30 uL de agua desionizada esterilizada.

La integridad del ADN extraido fue evaluada mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio (BrEt). El gel se
visualizé en un fotodocumentador Chemi Doc (Bio Rad®, USA). E1 ADN extraido
se cuantific6 en un espectrofotémetro 2000c, marca Thermo Scientific

(NanoDrop).

6.9 Amplificacion por PCR

Se realizd6 wuna PCR in siico en NCBI con los iniciadores:
5" TTGGGTCATACCTCCCAAAA3 /5'GATGGACCTTGTGGATCAGCS3" (Kim et
al., 2006), para asegurar el éxito en la amplificacion in vitro. La amplificacién de
una regiéon intrénica-exénica de 225 pb del gen AMBN, se realiz6 en un
volumen de 25 uL que contenian solucién reguladora (Tris-HC1 20mM, pH 8.4;
KC1 5mM), MgCl, 2.5nM, dNTP's 0.2mM, 1uM de cada iniciador, 70 ng de ADN y
1 U de Tag DNA Polimerasa Platinum® (InVitrogen, USA).

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Corbet
RESEACH, modelo CG1-96. El programa de amplificacién utilizado fue: un ciclo
a 94 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 53 °C por 30 s y
68°C por 1 min, con una extensién final a 72°C por 5 min.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis, en geles
de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio, usando un fotodocumentador

Chemi Doc de BioRad.

6.10 Secuenciacion

Los amplicones obtenidos se secuenciaron en ambos sentidos por Elim
Biopharmaceuticals (Hayward, CA, USA). Las secuencias fueron editadas con el

programa Bioedit version 3.03.
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Las secuencias directa y reversa se editaron por separado para
eliminar las zonas que presentaron errores. Para cada una de las secuencias
reversas se obtuvo la secuencia complementaria por medio del programa
Bioedit versién 3.03. A continuacién, se unieron ambas secuencias, para

obtener la secuencia completa, para realizar su analisis.

6.11 Alineamiento

La presencia de polimorfismos se detecté mediante alineamientos
multiples de secuencias, utilizando el paquete Clustal X versién 2.0 y el
programa Mega 7.0 (Kumar et al., 2016).

Las secuencias se examinaron con base al algoritmo BLAT y de la
observacién directa de los diferentes picos presentes en cada
electroferograma para cada una de las variaciones en la secuencia del
segmento amplificado, para establecer el genotipo de homocigoto silvestre,

mutante o heterocigoto para cada sujeto de estudio.

6.12. Analisis de datos

Los datos obtenidos de la base de datos de las muestras existentes en el
Laboratorio de Genética Molecular Microbiana (De la Vega, 2015) y de las
historias clinicas obtenidas en la Universidad Latina de América, se organizaron
y clasificaron de acuerdo al tipo de variable y su unidad de medida (Tabla IV).
Se consideraron las siguientes variables:

a) Variables Demograficas: género, edad, lugar de origen.

b) Variables Culturales: frecuencia de cepillado bucal y de atencién
odontoldgica, uso de auxiliares en la higiene bucodental, consumo de
colaciones, adicciones.

c) Variables Clinicas: estado de la denticién, que incluye piezas cariadas,
perdidas y obturadas.

d) Variables Moleculares: genotipo y SNP’s.
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Tabla IV. Descripcién de las variables de estudio.

2019

Variable Fuente Tipo de Escala de medicion
Determinada variable (Unidades)
Variables Demograficas
1. Género Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal dicotémica
UNLA
Base de datos (De la Vega, 2015)
2. Edad Historia clinica Estomatolégica  Cuantitativa Numérica continua
UNLA Grupos etarios de la
Base de datos (De la Vega, 2015) OMS
3. Lugar de Origen Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal policotémica
UNLA
Base de datos (De laVega, 2015)
Variables culturales
1. Cepillado dental Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal policotémica,
UNLA
Base de datos (De la Vega, 2015)
2. Atencién Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Ordinal, independiente
Odontolégica UNLA
Base de datos (De la Vega, 2015)
3. Auxiliares de higiene Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal dicotémica,
bucal UNLA independiente
Base de datos (De la Vega, 2015)
4. Consumode Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal dicotémica,
colaciones UNLA independiente
Base de datos (De laVega, 2015)
5. Adicciones Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal dicotémica
UNLA independiente.
Base de datos (De laVega, 2015)
Variables clinicas
1. Estado deladenticién Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal policotémica,
UNLA dependiente
Base de datos (De laVega, 2015)
2. Opacidad/ Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal policotémica,
Hipoplasia UNLA dependiente
Del esmalte Base de datos (De la Vega, 2015)
3. Fluorosis Historia clinica Estomatolégica Cualitativa Nominal policotémica,
UNLA dependiente
Base de datos (De la Vega, 2015)
Variables moleculares
1. Genotipo Alineamiento en BLAT y Cualitativa Nominal dicotémica
visualizacién del independiente
electroferograma.
2. SNP En base a las secuencias Cualitativa Nominal policotémica

depositadas en el GenBank

independiente
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6.12.1 Tratamiento estadistico

Los datos tanto clinicos como genético-moleculares recolectados, fueron
vaciados en una base de datos elaborada en el programa SPSS Statistics. Se
empled el analisis de frecuencias y porcentajes de todas las variables para
realizar la correlacion epidemiolégica y molecular, mediante Regresion lineal
simple y muiltiple, tomando en cuenta la significancia estadistica considerada

para este estudio de un valor de R< 1.

Se utilizé la prueba de Regresion lineal para determinar la distribucién

especifica de los datos de la muestra.
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1. RESULTADOS

1.1 Variables demograficas

Se contd con los datos obtenidos de las historias clinicas de 194 sujetos,
de los cuales 116 pacientes fueron del género femenino (59.5 %) y 79 del
género masculino (40.5%). Se formaron grupos etarios de acuerdo a los
criterios establecidos por la OMS, encontrandose que la mayoria de los
pacientes muestreados caian en el grupo de 20-24 afios, seguidos por el grupo
de 25-29 afios. En tercer lugar, los pacientes mas representados se encontraron
en el grupo de 15-19 afios, seguidos por el grupo de 30-34 afios y por ultimo el
grupo de 35 o mas afios, €l cual fue el grupo con el menor nimero de pacientes

(Figura 6).
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Figura 6. Grupos etarios de la muestra de estudio de acuerdo a la clasificacién de la
OMS.
Los sujetos de estudio fueron en su mayoria provenientes del estado de
Michoacan de Ocampo, con 167 participantes (86.08%), siendo alumnos de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, y pacientes de la clinica de

odontologia de la Universidad Latina de América. En menor cantidad se obtuvo
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una participacién de 25 pacientes (12.88%) provenientes de otros estados de
México y dos participantes (1.03%) de paises diferentes a México.

7.2 Variables culturales

En este apartado se obtuvo el porcentaje de frecuencia de cepillado
dental de los sujetos evaluados. La frecuencia alta se atribuyé al cepillado de 3
o mas veces al dia, frecuencia media al cepillado dos veces al dia y, por ultimo,
la frecuencia baja, para aquellos casos en donde se reporté el cepillado una vez
al dia o ninguna vez. Se obtuvo como resultado que la mayor frecuencia fue la
media, con un 62.37 % del total de sujetos de estudio, la cual corresponde a
cepillar sus piezas dentales dos vece al dia. Esto fue seguido por la frecuencia

alta con un 28.35%, y un restante 9.27% de frecuencia baja (Fig. 7).
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121
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Figura 7. Frecuencia de cepillado dental en la poblacién de estudio.

Otra variable analizada fue el uso de auxiliares en la limpieza dental,
como el enjuague bucal y el hilo dental. En este apartado se encontré que, de
los 194 sujetos de estudio analizados, 78 pacientes de la poblacién de estudio

no emplean ningun auxiliar de higiene, mientras que 46 emplean ambos
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auxiliares, 20 pacientes emplean hilo dental y 50 emplean unicamente enjuague
bucal (Fig. 8).

0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00% 35.00% 40.00% 45.00%

28.77%

40.20%

23.711%

Enjuague bucal ®Hilodental ®Ningun auxiliar ®Ambos auxiliares

Figura 8. Uso de auxiliares dentales en la poblacién analizada.

También se recabd la informacién acerca del consumo de alimentos
entre comidas (colaciones). Se encontré que un 76.80% de los sujetos de
estudio tienen el habito de consumir alimentos entre comidas, como golosinas,
galletas, refrescos o algun otro tipo de alimentos; el 23.19% restante reporté
que no consumen colaciones. Asi mismo, se evalud el consumo de alcohol y
tabaco entre los encuestados (Fig. 9), observandose que 85 (43.81%) sujetos de
estudio no consumian ninguna de las dos sustancias, 42 (21.64%) reportaron el
consumo de alcohol, 26 (13.40%) reportaron el consumo solamente de tabaco

y, por ultimo, 41 (21.13%) reportaron consumir tanto tabaco como alcohol.
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Figura 9. Frecuencia de consumo de tabaco y alcohol en la poblacién analizada.

Se determind la frecuencia con que los sujetos de estudio asistian a
consulta odontolégica (Fig. 10). E1 50.51% de la poblacién analizada reporté un
nivel bajo en atencién odontoldgica, es decir, no acuden a consulta dental de
forma preventiva, reportando que solo acuden bajo una emergencia dental o
signo de dolor. En el caso de los sujetos de estudio que tienen una frecuencia
alta (20.10%), declararon acudir dos o mas veces al afio a revisiéon dental,
mientras que los que reportan acudir en frecuencia media, de una vez al afio a

atencién dental odontolégica, fueron el 29.38% restante (Tabla V).

80 1 | Alta
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Frecuencia de cepillado dental

Figura 10. Frecuencia de cepillado dental.
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Tabla V. Frecuencia de atenciéon dental por afio.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Valido acumulado
Alta 39 20.10% 20.10%
Validos Regular 87 29.38% 29.38%
Baja 98 50.51% 50.59%
Total 194 99.99% 100%

7.3 Variables clinicas

Se recolectaron los datos del estudio realizado en la cavidad oral de cada
uno de los individuos. Para esto se tomaron en cuenta los datos solamente hasta
el segundo molar, descartando los cordales o terceros molares, ya que estos

podrian o no, presentarse en la cavidad oral. Asi que se determiné el nimero

de piezas dentales tomando como niumero maximo 28 piezas dentales.

Para determinar la calidad del esmalte dental se analizaron los datos de
la base de datos elaborada por De la Vega (2015) y de la base de datos de
historias clinicas de la Universidad Latina de América. Este analisis arrojé que
el 71.13% presentaba un esmalte normal, sin alteracién en su estructura, color y

formacién, un 13.40% tuvo opacidad delimitada y 13.40% presenté opacidad

difusa (Fig. 11).

71.13%

% de individuos

11.34%, 13.40%

1.54%

Estado del esmalte

2.58%

B Esmalte normal

Esmalte con opacidad
difusa

Esmalte con opacidad
delimitada

Esmalte con hipoplasia

B Otras alteraciones

Figura 11. Estado del esmalte dental en la poblacién analizada.
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El analisis de fluorosis se realizé en el maxilar superior, tomando como
referencia desde el primer premolar derecho, hasta el primer premolar
derecho, en base a los parametros establecidos por la OMS. Al analizar la
presencia de fluorosis se encontré que 171 pacientes no presentaron fluorosis,
20 presentaron fluorosis escasa y 3 probablemente presentan fluorosis (Fig.

12).

1.58%

® Normal Escasa ® Probable

Figura 12. Presencia de fluorosis en la poblacién analizada.

El analisis de la prevalencia de caries en la poblacién de estudio fue de
69.07% (134 sujetos). Del grupo con caries, 83 sujetos son del género femenino
(61.94 %) siendo el grupo con mayor prevalencia de caries en este estudio, a
diferencia de 51 sujetos de estudio del género masculino (38.05%).

La busqueda de presencia de caries se extendid6 hasta las piezas
pérdidas a causa de caries, lo cual representa 7.7% del total de piezas
perdidas, en contraposicién de un 14.37% de piezas perdidas por otras causas,
generalmente por tratamientos de ortodoncia, traumatismos o fracturas. Asi
como el total de piezas obturadas con presencia de caries recidivante, las
cuales representan el 2.03%, asi como el total de piezas obturadas sin

presencia de caries, que nos da un 12.78% (Tabla VI).
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Tabla VI. Anilisis de estado de denticién, en cuanto al nimero de

piezas perdidad y obturadas.

Piezas perdidas Por caries Otras razones Porcentaje
acumulado
71.70% 14.37% 22.07%
Piezas obturadas Con caries Sin caries
2.03% 12.78% 14.82%

El indice de CPO-D de la poblacion analizada fue de 3.64, considerado un

indice moderado de acuerdo a los criterios establecidos por la OMS.

1.4 Correlacion entre las variables epidemiolégicas

Para establecer en qué grupo se presenta mayor prevalencia de caries,

se determiné la relacion entre el indice de CPO-D y los grupos etarios, dando

como resultado que el grupo de adultos jovenes de 30 -34 afios es en el que se

presenta el indice CPO-D mas alto, con un valor de R_.086 (Fig. 13).
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Figura 13. Asociacién entre el indice CPO-D y los grupos etarios. En donde se muestra que la
mayoria de los sujetos de estudio se encuentran en el grupo de 30 a 34 afios marcados con la

flecha.
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Se asocié el indice de CPO-D con el uso de auxiliares en el proceso de
higiene dental, observandose que los individuos que no utilizan ningun tipo de
auxiliar (enjuague bucal/hilo dental) presentan un indice de CPO-D mayor, en
comparacién con los individuos que reportaron apoyarse en la utilizacién de

estos.

El analisis de la asociacién de habito de cepillado en los sujetos de
estudio, mostré que un 28.35% de pacientes practicaban un buen habito
cepillando sus dientes tres veces o mas al dia. Como habito moderado se
incluyé a aquellos pacientes que cepillan sus dientes dos veces por semana,
siendo este el habito que presenté el mayor porcentaje de individuos, con un
62.88% del total de la muestra. Por ultimo, se tomoé como deficiente a aquellos
sujetos que reportaron cepillarse los dientes una vez al dia o ninguna,
representando un 8.77% (Fig. 14). Se encontré una relacién entre los individuos
que presentaban un buen habito de cepillado y los que presentaron el menor
indice de CPO-D, asi como una asociacién entre los individuos que cepillan sus
dientes una vez al dia o ninguna con los que presentan el indice de CPO-D mas
alto, dando un valor de R de 0.001 (Fig. 15). Por lo anterior, se encontré que si
existe una correlacién entre la frecuencia de cepillado con el indice de CPO-D,

a mayor frecuencia de cepillado, menor indice de CPO-D en el paciente.
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Figura 14. Porcentaje de frecuencia de cepillado dental de la poblacién analizada.
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Figura 15. Correlacién entre el habito de cepillado y el indice de CPO- D. Significancia de
0.311.

Otra variable que se consideré fue la frecuencia con la que los sujetos de
estudio acuden a la atencién odontolégica en el lapso de un afio (AOPA). Aqui,
el 50.51% de la poblaciéon analizada reporté tener una atenciéon odontolégica
deficiente, menor a una vez por afio. El 29.38% de los sujetos de estudio
reportd una atencién odontolégica regular, asociada a un indice moderado de
CPO-D. y el 20.11% reporté tener una buena atenciéon odontolégica, acudiendo
tres veces minimo por afio a un consultorio privado o centro de salud publica.
Se encontré una asociacién significativa entre la atenciéon dentaria con el indice

de CPO-D (Fig. 16), con una R de 0.757. Esto nos indica la correlacién entre la
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frecuencia de atencion odontolégica alta a presentar un menor indice de CPO-

D.
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Figura 16. Correlacién entre la atencién odontolégica por afio y el indice CPO-D.

Dentro de los datos recolectados de las historias clinicas se analiz6 el
consumo de colaciones, obteniendo que el 76.80% consumia porciones
pequeilas de alimentos entre comidas. Se encontré una asociacidén positiva
entre el consumo de alimentos y el indice de CPO-D mas elevado en estos
pacientes obteniendo una R de 0.078 (Fig. 17), en contraste con quienes

reportaron no tener este habito (23.2%). La mayoria de los encuestados refirié
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el consumo de alimentos ricos en azucares, como alimentos de mayor elecciéon

entre comidas.

COLACION

| 5
Ero

MUY BAJO BAJO MODERADO ALTO
CPO-D

Figura 17. Correlaciéon entre el consumo de alimentos entre comidas y el indice de CPO-D.
Significancia de 0.342.

Se analizaron las adicciones en los sujetos de estudio (Fig. 23) y se
relaciono el indice CPO-D con las adicciones, tomando en cuenta el consumo de
tabaco y alcohol como drogas de consumo en los sujetos analizados. Se
encontré6 que los pacientes fumadores y que consumen alcohol (21.13%)
presentan un indice mayor de CPO-D en relacién con los pacientes que solo
consumen alcohol (21.64%) o los pacientes fumadores (34.53%). Los sujetos de
estudio que reportaron no tener adicciones presentaron un indice de CPO-D
Moderado (Fig. 18).
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Figura 18. Diagrama de Venn del consumo de alcohol y tabaco en la poblacién analizada.

Se encontré que existe una correlacién positiva (R=0.27) entre las
adicciones y el indice CPO-D (Fig. 19). Ademas, el analisis de la intersecciéon
entre el consumo del alcohol y tabaco simultdneamente mostré una relacién
positiva entre un CPO-D mayor en pacientes que refirieron tener ambos habitos

de consumo en comparacién con quienes no refieren tener ninguno.
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Figura 19. Asociacién entre en consumo de alcohol y tabaco con el indice de CPO-D en la
poblacién analizada. Significancia de 0.941.

Por ser una de las variables mas importantes para este estudio, se evalué
el estado del esmalte dental en la poblaciéon analizada, encontrandose que el

71.13% presentan un esmalte normal, el 27.31% presentd opacidades,y el 1.6%

presenté hipoplasias en el esmalte (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis del estado del esmalte dental.

7.5 Pruebas de normalidad de datos

La normalidad de los datos fue determinada en cada una de las pruebas
de regresion lineal, obteniendo que todos los datos presentan una distribucion

normal.

1.6 Analisis genético molecular

Para determinar el genotipo presente en cada uno de los diferentes SNPs
se analizaron los electroferogramas de cada una de las muestras, con base en el
patréon de picos y de los alineamientos arrojados por el algoritmo Blat. Se
descartaron 17 secuencias por presentar una baja calidad en la secuenciacion o
diferente posicion (ANEXO D). Como resultado del analisis se encontré que el
50.56% de los sujetos de estudio presentan homocigosis y el 49.43% presentan
un genotipo heterocigoto. Para este analisis se elaboré un alineamiento en Blat

Anexo D.
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Para corroborar la informacion obtenida en el alineamiento, se
analizaron los picos en el electroferograma para cada una de las mutaciones

encontradas en el alinemiento inicial (Fig. 21).
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Figura 21. Ejemplo del andlisis de los picos del elctroferograma para determinar el genotipo
de la muestra.

Se encontraron 57 polimorfismos (Anexo E) de los cuales los
polimorfismos rs549158960, rs898905781, rs35870385 y rs959600370, fueron los

polimorfismos mas frecuentes en la poblacién de estudio (Fig. 22).
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Figura 22. Polimorfismos mdas comunes en la poblacion y su frecuencia.

La relacién entre en indice de CPO-D se realizé usando el andlisis de
Regresion lineal simple, obteniendo un valor de R de 0.433 para los
polimorfismos presentes en la poblacién. Los pacientes que presentaron un
indice de CPO-D moderado y alto, presentaban mayor cantidad de
polimorfismos. Por lo que se encontré una relacién positiva entre la presencia

de polimorfismos y el indice de CPO-D (Fig. 23).
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Figura 23. Correlacién entre el indice de CPO-D vy la presencia de SNP’s en la poblacion
analizada. Significancia de 0.619
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En la Tabla VII se resumen los resultados de correlacion obtenidos entre

las diferentes variables analizadas y el indice CPO-D.

Tabla VII. Resumen de los resultados de la correlaciéon entre las variables
consideradas en este estudio y el indice de CPO-D.

Coeficientes

Coeficientes no estandarizados estandarizados

Modelo B Error estandar Beta t Sig.

1 (Constante) 2.562 0.436 5.879 0.000
ADICCIONES 0.004 0.058 0.006 0.074 0.941
AOPA 0.136 0.093 0.114 1.454 0.148
COLACION -0.156 0.164 -0.073 -0.952 0.342
CEPILLADO -0.122 0.120 -0.077 -1.016 0.311
U. AUXILIAR 0.003 0.065 0.003 0.040 0.968
SNP’s en AMBN 0.021 0.042 0.038 0.498 0.619

a. Variable dependiente: CPO-D
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VIIIL. DISCUSION

La caries es considerada como una de las principales enfermedades
infecciosas a nivel mundial (OMS 2017), por lo cual representa un grave
problema de salud publica, no solo en México si no a nivel mundial. Dicho
padecimiento causa un gran costo a los servicios de salud publica y a la
economia de los individuos que acuden a la consulta privada (OMS, 2012). No
obstante, en México no existen estudios sobre la presencia de polimorfismos
asociados al desarrollo de caries y su posible relacién con el indice CPO-D, un
indicador mundial de salud dental de una poblacién. Por lo anterior, en este
trabajo se analizé la informacién recabada de la base de datos de 124
estudiantes incritos en la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(De la Vega, 2015) y de 71 pacientes que acuden a la clinica de Odontologia de
la Universidad Latina de América. A cada uno de los individuos se les evalud el
estado de salud dental y se les realizé una toma de muestra de sangre, para
establecer la relacion entre el indice de CPO-D y los polimorfismos asociados a

la aparicién de caries.

Dentro de las enfermedades de la cavidad oral, la caries representa la
enfermedad de mayor prevalencia. A nivel mundial, entre el 60% y el 90 % de
pacientes infantiles presentan caries acompaifiada de dolor, lo que repercute
directamente en su calidad de vida (OMS 2017). En México, segun las cifras del
SIVEPAD, de acuerdo a la encuesta nacional de caries, el nuimero de pacientes
afectados por caries es alto, por lo que para alcanzar las metas de salud
establecidas por la OMS es necesario cambiar la perspectiva en cuestién de
prevencién. Con tal fin, es necesario realizar un estudio que permita establecer
las causas sociales e individuales asociadas al desarrollo de caries en
diferentes grupos poblacionales. Los resultados de dicho estudio permitiran
establecer medidas preventivas que ayuden de una manera eficaz a la
poblacién local y regional (Martinez Gino, 2012), lo cual puede sentar las bases

para estudios posteriores a una mayor escala geografica y temporal.
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El indice CPO-D, segun cifras tomadas del SIVEPAD (2016), ha
aumentado desde el afio 2010 en la poblacién del estado de Michoacan. Esta
tendencia coincide con el presente trabajo, y contrastan con los resultados
obtenidos por De la Vega (2015) para poblacién de la ciudad de Morelia. Los
datos en nuestro estudio refieren un aumento en el indice de CPO-D,
probablemente por el aumento en el tamaifio de la muestra, ademas de que en
nuestro estudio la mayoria de los pacientes caen en el grupo etario de 30 a 34
afios a diferencia del estudio De la Vega en donde la mayoria entran en el
grupo de 20 a 24 afios. Los datos recabados de la muestra siguieron una
distribucién normal en el indice de CPO-D, y se comparé la relacién que existe
entre el indice presente en la poblacién con las variables en sus habitos, estado
del esmalte y la presencia de SNP’s en el gen AMBN codificante para

ameloblastinas.

Los datos epidemioldégicos se analizaron con estadistica descriptiva y
utilizando Regresion Lineal para establecer la relacion entre la asociacién y la
distribucién de los datos, por ser ésta una prueba no paramétrica. Las ventajas
de dicha aproximaciéon son que esta prueba se puede aplicar a cualquier
distribucién, para lograr una mejor calidad de aproximacién a través de la
distribucién asintética; ademas, esta prueba analiza al sujeto de estudio en un

parametro de uno a uno y no en conjunto (Landa 2011).

Es importante conocer el perfil epidemiolégico de una poblacién, ya que
la informacién obtenida acerca de los problemas o alteraciones que se
presenten de esta, permite el planteamiento de proyectos que estén enfocados
a atender estos problemas. El desarrollo de caries en una poblaciéon es un
proceso multifactorial cuyas causas principales se van modificando a lo largo
de la vida de un individuo (Patrick et al., 2006; Casamassimo et al., 2009). Es
por eso que un estudio como el aqui conducido, con poblacién adulta joven,
puede establecer la diferencias en los determinantes de caries con poblacién
infantil, que es la mas comunmente estudiada. Por otro lado, aunque pueden

existir causas comunes para el desarrollo de caries en poblaciones geografica,
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social y culturalmente diferentes (Naghibi Sistani et al., 2013), diversos trabajos
documentan diferencias significativas en los factores asociados al desarrollo de
caries entre individuos de distintas poblaciones de estudio (Huang et al., 2015;
Rohnbogner y Lewis, 2016). Por lo anterior, no se pueden extrapolar las causas
asociadas a caries de una poblacién a otra; de ahi la relevancia nacional del

presente trabajo.

La muestra poblacional de este estudio fue de 194 sujetos con edades
comprendidas entre los 18 a 44 afios, con una media de edad de 23 afios,
siendo la mayoria de los participantes del género femenino. Estd documentado
que, en México, el género femenino presenta un mayor indice de presencia de
caries (Guerra et al., 2010; SIVESPAD, 2016), en comparacion con los pacientes
del género masculino. Lo anterior concuerda con nuestros datos, sin embargo,
la mayor parte de nuestros participantes son mujeres, por lo cual representan
la mayoria de N muestral y dando por comnsiguiente en un indice mayor de
caries. No obstante, al realizar las pruebas estadisticas, analizando la
correlacién entre cada sujeto y su indice de CPO-D, se encontré que los sujetos
de estudio de género femenino, presentaban un indice mas alto. Esto
concuerda con estudios previos, en donde se mencionan cambios hormonales,
habitos como los principales factores para el aumento del indice de CPO-D

(Guerra et al., 2010; Pérez et al, 2011).

La poblacién se dividié en grupos etarios para facilitar el analisis, con
base en los criterios establecidos por la OMS. El grupo de 30 a 34 afios fue el
que presentd el mayor indice de CPO-D en nuestro estudio, lo cual contradice
lo reportado por el SIVEPAD (2016), que menciona a la poblacién de 19 afios
como aquella que presenta el indice CPO-D mas alto a nivel nacional. Ademas,
la misma fuente ubica al grupo de 20 a 24 afios, como la poblacién en la que se
presenta mayor incidencia de caries (SIVEPAD 2016). La incidencia de caries
en nuestra poblacién fue de 69.07 %, donde se muestra un aumento del indice
de caries en la poblacién con respecto a un estudio anterior realizado en el

laboratorio de biologia molecular de la UMSNH, en donde se obtuvo un indice
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menor de caries en la poblacién con respecto a lo obtenido en nuestro estudio
(De la Vega, 2015). Lo cual coincide con estudios comparativos, acerca del
aumento en la incidencia de caries en varias entidades del pais, en los cuales
se ha visto un aumento en el numero de dientes cariados, reportando que
Michoacan ha aumentado su promedio en el 2014 en comparacién con el afio
2010 (Navarrete 2016). El indice reportado en nuestra poblacién es un indice
moderado, coincidiendo con lo reportado en el estudio anterior (De la Vega,
2015) asi como con el reporte del SIVEPAD 2016, el cual reporta un indice

moderado para el estado de Michoacan.

Por otra parte, se analiz6 el estado del esmalte dental, en cual se reportd
como normal en la mayoria de los pacientes, con lo cual podemos citar que la
mayor parte de la muestra poblacional analizada tenia el esmalte en
condiciones Optimas, pues no presentaba anormalidades que pudiesen
condicionar a las piezas a presentar un indice de caries mayor. En estudios
anteriores se ha reportado que la presencia de deformidades en el esmalte
como son, las hipoplasias u opacidades (Alay et al, 2007) aumentan la
presencia de caries en un individuo (Acosta de Camargo, 2010). En nuestro
estudio no se encontré una asociacién con caries, por la cantidad de pacientes
que presentaron esmalte normal, ademdas las anormalidades mayormente

encontradas como lo fue la fluorosis no condicionan a padecer caries.

En el caso del uso de auxiliares dentales, en el presente trabajo se
encontré que el uso de cepillo dental y pasta fueron los de mayor eleccién. Esto
concuerda con lo reportado en otros paises como Brasil, Canada y USA, que es
diferente de lo documentado en paises como Tailandia y Nueva Zelanda, en
donde el uso del cepillo dental es menor al 30% (Hernandez et al., 2014). En
nuestro estudio se encontré una relacién significativa entre los pacientes que
reportaron utilizar auxiliares dentales en contraste con los que reportaron no
utilizar ninguno. Para el caso especifico de México, la variabilidad en la
frecuencia de uso de auxiliares dentales puede ir desde 56.3% en el caso de

Sinaloa, hasta 82% en el caso de Campeche (Hernandez et al, 2014). Este
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estudio muestra que la mayoria de los pacientes reportaron utilizar por lo
menos un auxiliar dental. Algunas de las inconsistencias en el uso de auxiliares
dentales pueden deberse a la edad de los sujetos de estudio y a las condiciones
socioecondémicas de cada regién, como ha sido reportado para otros paises y
en estudios de meta-analisis con datos globales (Patrick et al., 2006; Lee y
Divaris, 2014; Schwendicke et al., 2015).

Asi mismo, el presente trabajo mostré que, a mayor frecuencia de
cepillado, menor indice de CPO-D. Estos datos contrastan con lo reportado por
Frechero et al (2015), en donde reportan que la frecuencia no tiene gran
relevancia, sino la forma en la que se realice la técnica de cepillado, es decir,
mientras no se tenga una buena técnica de higiene no importara las veces que
se realice. Esta diferencia en los resultados puede deberse a otras variables,
como son el uso de auxiliares, ya que muchos de ellos contienen bactericidas, y
regulan el pH, lo que puede contribuir a que, aunque se presente una técnica
deficiente, la frecuencia y el uso de auxiliares pueden controlar la incidencia
de caries. Asi, algunos adyuvantes a base de flior o sin dicho elemento son
recomendados para inhibir la incidencia de caries y limitar las lesiones de las
caries ya establecidas, como el barniz de clorhexidina-timol (Cervitec), la
goma de mascar sin sacarosa (con combinaciones de xilitol o poliol) o pastillas
de xilitol, (Rethman et al., 2011; Weyant et al., 2013). El estudio que no
concuerda con el presente trabajo, realizado en el afio 2015 a nifios en zonas
marginadas en el Estado de México, nos indica que no existe una correlacione
positiva (Frenchero et al., 2015), lo que por la edad de los sujetos de estudio,
podemos inferir que muchos no son capaces de realizar la técnica de forma

correcta, a diferencia de nuestros sujetos de estudio que son adultos.

Otra variable considerada en nuestro estudio fue el consumo de
colaciones, encontrandose que los alimentos de mayor eleccién son aquellos
ricos en carbohidratos y que los sujetos de estudio presentan una correlacién
positiva entre el consumo de colaciones y un mayor indice de CPO-D (Gonzales

et al, 2014). En nuestro estudio se encontré la misma correlacion positiva, pero
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cabe resaltar que el indice de CPO-D en nuestra poblacién es un indice
moderado. Se encontré que los pacientes que consumen colaciones presentan
un indice mas alto que los que no tiene este habito, pero siguen manteniéndose

dentro del limite de indice moderado.

Como tema central de nuestro estudio, se llevdé a cabo el analisis
genético a las muestras obtenidas de los sujetos de estudio, para el gen AMBN,
el cual ya se ha reportado que el SNP’s rs 4694075 presenta una asociacion
positiva entre €l y la presencia de caries (Ergoz et al., 2014). En nuestro estudio
encontramos que 4 SNP’s son los mas prevalentes en nuestros sujetos de
estudio, localizdindose en regiones intrénicas. (Kim et al.,, 2006) No se
encontraron estudios realizados con dichos SNP’s, en donde se relacione la
presencia de dichos SNP’s con el indice de CPO-D en pacientes adultos, pero
en nuestro estudio se encontré que los pacientes que presentaban mayor
numero de SNP’s, entraban en el grupo de pacientes con CPO-D mas altos, en
contraste con pacientes que presentaban menor numero de SNP’s. Esto
coincide con lo reportado por (Gerreth et al., 2017) en donde se mostré que
SNP’s presentes en el gen AMBN pueden ser variantes genéticas que
contribuyan a la presencia de defectos en el desarrollo del esmalte en

denticiéon primaria.

Aun asi, la mayoria de los pacientes de nuestro grupo de estudio, caen
en el grupo de indice moderado de acuerdo al tabulador de la OMS, lo cual
coincide con lo reportado por el SIVEPAD 2016, en donde nos reporta que en

estado de Michoacan reporta un indice moderado.

La presencia de nuestros SNP’s nos mostré un aumento en el CPO-D a
mayor presencia de SNP’s, por lo que condicioné a nuestra poblacién a
aumentar el indice de CPO-D, pero aunado a las diferentes variables que se

han descrito en este trabajo, lograron mantener a nuestra poblacién dentro de
un indice de CPO-D moderado.
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Por lo que concluimos de acuerdo a lo reportado y a lo que nosotros
analizamos en los resultados obtenidos en esta investigacién, la presencia de
SNP’s en el gen AMBN, el cual participa directamente en el desarrollo del
esmalte dental, tiene una relacién directa con el aumento o descenso del
indice de CPO-D que se presentd en nuestra poblacién, ya que al analizar los
datos se encontré que los pacientes que presentaban un mayor numero de
SNP’s presentaban un indice mas alto, pero dentro de un margen moderado,
por lo que la hipétesis formulada se acepta. Sin embargo, observamos también
que este indice se modifica de acuerdo a los habitos de cada paciente, lo que
concuerda con lo mencionado en la literatura, en donde un paciente puede
estar genéticamente condicionado a ser mas susceptible a padecer caries, pero
puede modificar la susceptibilidad genética con habitos adecuados de higiene
oral, menor consumo de alimentos ricos en carbohidratos, atencién
odontolégica y métodos de prevencion. Ya que al ser la caries una enfermedad
multifactorial, (Mathur et al., 2018)no depende solamente de una variable, si no
de la integracion de varias de las variables negativas para presentar la
enfermedad, asi como al evitarlas se puede tener una mejora en la salud oral
del paciente en cuanto a caries nos referimos, Por lo que, la presencia de SNP’s
puede condicionar a un paciente a padecer caries, pero seran sus habitos
higiénicos, adicciones y atencién odontolégica lo que conjuntamente

contribuira al indice de cada paciente y de una poblacién.
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X. ANEXOS

Anexo A. Historia Clinica Universidad Latina de América.

((ii UNIVERSIDAD LATINA DE AMERICA
)
E E Licenciatura en odontologia

UNIVERSIDAD HISTORIA CLINICA
]"\TI'.\-A .
ESTOMATOLOGICA
l. INTERROGATORIO.
Nombre: Edad:
anos meses
Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Género: Masculino( ) Femenino( ) Lugary fechade nacimiento:

Ocupacion: Escolaridad: Edo. Civil:

Domicilio:

Teléfono: Nombre del médico familiar:
Especialidad:

Fechade laultimavisita: Motivo:

Il ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES.

Madre:V( )F( )

Padre:V( )F( )

Hermanos:V( )F( )

Abuelos:V( )F( )

Otros:V( )F( )
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M. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS.

Vestuario: Frecuenciade cepillado dental Alimentacion al dia
Colaciones:Si ( ) No( ) Gpo.Sanguineo: FactorRh: __ Cartillade Vacunacion:Si( )No( )
Esquemacompleto:Si( ) No( ) Vacuna contra hepatitis:Si( )No ( )
Consumodealcohol:Si( ) No( ) Drogas:Si( )No( )__

Alergias: Alimentos( ) Antibidticos( ) Analgésicos( ) Anestésicos( ) Otro:

Iv. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS.

Enfermedades propias de lainfancia:

Enfermedades infecciosas notransmisibles:

Enfermedadesde transmision sexual:

Enfermedades degenerativas:

Antecedentes hospitalarios:

Antecedentes quirdrgicos:

Antecedentes transfuncionales:

Enfermedad sistémica:

Tratamiento médico:

V. PADECIMIENTO ACTUAL.

Motivo de consulta:

Fechade inicioy sintomas:

Signosy sintomas referidos:
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VI-INTERROGATORIO POR APARATOS Y SISTEMAS.

Aparato digestivo.

Disfagia( )Nausea( ) Vomito( )Diarreacrénica( ) Pirosis( ) Hematemesis( ) Gastritis( )Ictericia( )
Aparatorespiratorio.

Obstrucciénnasal ( ) Tos ( ) Rinorrea( ) Expectoracién( ) Disnea( )Cianosis( )Epistaxis( )Hemoptisis( )
Aparato cardiovascular:

Dolorprecordial ( ) Fosfenos( ) Lipotimia( ) Taquicardia( ) Bradicardia( ) Hipotensiéon( ) Hipertension ()

Acufenos( ) Disnea( ) Cefalea( )Mareos( )

Aparato genitourinario.
Incontinenciaurinaria( ) Dolorlumbar( ) Disuria( ) Hematuria( ) Edema( ) Nicturia( ) Poliuria( )

Sistemaendocrino.

Polidipsia( ) Polifagia( ) Exoftalmos( ) Nerviosismo( ) Temblores( ) Insomnio( )Perdidaoaumentode peso (
) intoleranciaal friooal calor ( )

Sistema hematopoyético.

Hemorragia( ) Epistaxis( ) Hematuria( ) Hematemesis( ) Petequias( ) Adenopatias( )

Sistema Nervioso.

Convulsiones( ) Cefalea( ) Lipotimia( ) Parestesia( )Vértigo( ) Temblor( ) Espasmos( ) Migrafia( )
Sistema musculo-esquelético.

Deformidad articular( ) Dolorarticular ( ) Limitacién de movimiento( ) Fracturas ( ) Dolormuscular( )
Aparato tegumentario.

Cambiosde coloracidonenlapiel ( ) Erupciones( ) Prurito( ) Pérdidade cabelloovello( )Cutisseco( )

Peso: Talla: Tipo corporal:

Frecuenciacardiaca: Presidn arterial: Frecuenciarespiratoria:
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VII EXPLORACION DE CABEZA Y CUELLO.

Cabeza: Exostosis( ) Endostosis( ) Crdneo: Dolicocéfalo( ) Normocéfalo( ) Braquicéfalo( )
Insercién: Orejas: Cabello: Pestafas: Cejas:
Asimetrias: Transversales( ) Verticales( ) Ojos: Perfil: Recto( ) Cdncavo( ) Convexo( )
Piel:Normal ( ) Palida( )Ciandtica( ) Enrojecida( ) Adenomegalias: Si( ) No( )
Musculos: Hipoténicos( ) Hipertonicos( ) Espasticos( ) Traquea: Tiroides:
ARTICULACION TEMPOROMANDIBULAR Lateralidad ( ) Apertura( )

Ruidos:( ) Chasquidos( ) Crepitacidon( ) Dificultadenlaapertura( ) Dolor( ) Fatiga( ) Desviacionala apertura
y cierre( )

Labios. Forma: Integridad: Hidratacion: Coloracién:
Mucosas:

Borde lateral de lengua: Frenillos: Insercion:

Paladaduro: Paladarblando: Glandulas:

Saliva coloracion: Saliva consistencia:

Gingivitis:Si( )No( )

Periodontitis:Si( )No( )

Bolsaperiodontal:Si( ) No( )

Calculodental:Si( )No( )

Movilidad dental:Si( ) No( )

65




Asociaciéon entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblaciéon 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan

- - - - -

18]17[16]15[f4|13[12|11 21 | 22123241251 26]) 27 28
asla7 lTaslasaa Tas Ta2l an 31132133134135 136 1 37138
No. pieza Clave No. pieza Clave
18 28
17 27
16 26
15/55 25/65
14/54 24/64
13/53 23/63
12/52 22/62
11/51 21/61
Condicion Clave Condicion Clave
Sano S Soporte de puente, coronao PPP
Nombre y firma del paciente Nombre y firma del representante legal,

familiar, tutor, padre o madre.
Sobre la veracidad de los datos aportados P

43/83
41/81

Nombre y firma del Alumno
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provisional

Lesion cariosa C Diente sin erupcionar
Obturado con lesién cariosa = OB Traumatizado
Obturado sin lesién cariosa | O Tratamiento de conductos
Perdida a causa de lesion PC Instrumento separado en un
cariosa conducto
Perdida por algun otro P Pigmentacién
motivo
Fisura obturada FO Anomalia dental

VIII. PLAN DE TRATAMIENTO.

2019

El

PG

AD

Odontologia preventiva:

Operatoria:

Periodoncia:

Endodoncia:

Protesisfijayremovible
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Con esta fecha el personal médico odontolégico realizo a

, una historiaclinicaenla cual respondien forma libre, voluntariay veridica, se
me informd de los posibles riesgos y complicaciones que los tratamientos dentales conllevany
estoy consciente de:

1.- las condiciones fisicas en las que se encuentra entendido todo el alcance y consecuencia que
Ilevan consigo los procedimientos dentales propuestos para su atencién, asi como los riesgos que
implica reacciones alérgicas, hemorragias, infecciones, reacciones secundarias al empleo de
medicamentos, hasta la pérdida de funciones o de la vida.

De igual forma me doy cuenta de que existen otros riesgos, en particular asociados con los
procedimientos propuestos para el (ella) y que estos aumentan en casos de enfermedades
sistémicas o en caso de traumatismos.

2.- Estoy consciente que durante el (los) procedimiento (s) que se realizaran, puede haber otros
riesgos y complicaciones no discutidos con anterioridad. También entiendo que durante el
diagndstico o procedimiento propuesto pueden presentarse condiciones imprevistas, que a su vez
requieran de procedimientos adicionales, porlo que autorizo, en caso necesario, aque se realicen.

Admito que no se me han ofrecido promesas, ni garantias acerca de los resultados esperando por
el tratamiento a efectuarse.

Entendiendo el alcance y consecuencias que llevan consigo los procedimientos y tratamientos y
una vez leida esta forma: AUTORIZO al médico odontdlogo que realice los procedimientos
necesarios para la atencién odontolégica de

Nombre y firma del paciente

TIENTO INFOR

Nombre y firma del padre o tutor. Fecha.
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Titulo del protocolo: Asociaciéon entre la presencia de caries y polimorfismos en el
gen AMBN, de una poblacién de adultos residentes en Morelia, Michoacan

Investigador principal: D. en C. MA. SOLEDAD VAZQUEZ GARCIDUENAS

Sede donde se realizara el estudio: Laboratorio de genética molecular microbiana.
Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicasy
Biolégicas "Dr. Ignacio Chavez".

Fecha:

Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar de forma voluntaria, en este estudio de
investigacién. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada
uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento
informado. Siéntase con absolutalibertad para preguntar sobre cualquier aspecto que
le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedird que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia
firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La caries dental es un grave problema de salud publica, que ocasiona alteraciones no
sélo a nivellocal como destruccién del diente y dolor, también a nivel general como
trastornos digestivos e incluso cardiacos.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO.

La finalidad es identificar los genes que puedan estar participando en el desarrollo de
la caries en la poblacién michoacana.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO.

Este estudio permitird conocer el estado de salud oral de los pacientes y su
susceptibilidad a padecer caries, para que con el conocimiento obtenido se puedan
elaborar estrategias que ayuden a disminuir esta enfermedad y beneficiar al resto de
la poblacién.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO.
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¢ En caso de aceptar participar en el estudio se le aplicara una encuestadonde se
le preguntara sobre usted, sus hdbitos de higiene y alimentacién, nivel socio
econdémico y antecedentes odontolégicos y médicos.

e Se hard unainspecciénde la cavidad oral, para establecer el nimero de piezas
cariadas, perdidas y obturadas, con espejo y sonda de exploracién estériles.

e Selerealizard tomade muestra de sangre (3 a 5 ml), con una jeringa estéril, a
partir de la vena de uno de los brazos.

e Esto con las correspondientes medidas de prevencién de la infeccién, para
garantizar que el acceso a la vena sea con seguridad.

e Unavez extraida la muestra de sangre se colocara un apésito sobre el lugar de
puncioén, para facilitar la coagulacién.

e Por otra parte se realizara un raspado de la mucosa de cavidad oral con un
hisopo estéril.

o Las muestras se llevaran al laboratorio para el proceso de andlisis.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Los riesgos predecibles que pueden surgir después que se realizé la toma de la
muestra sanguinea son complicaciones leves y localizadas como dolor, inflamacién,
enrojecimiento, moretones, o incluso infeccién. En caso de haber utilizado catéter
puede haber irritacién, dolor y en casos graves ulceracién en el sitio donde se colocé.

e Pueden presentarse efectos secundarios como mareos, desvanecimientos, y en
situaciones mas graves, el embolismo.

e Pudieran existir riesgos impredecibles que escapan al conocimiento del
investigador.

e En caso de que usted presente algun efecto que requiera otro tipo de atencién,
ésta se brindara en tiempo oportuno.

o Los riesgos consecuentes al raspado de mucosa de cavidad oral son leves o
nulos.

6. ACLARACIONES
* Su decisién de participar en el estudio es absolutamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacién.

* Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun
cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, las
razones de su decisién, la cual sera respetada.

* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
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* No recibird remuneracién econémica por su participacién.

* Durante el estudio usted podra solicitar infformacién actualizada sobre los avances, al
investigador responsable.

* La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada
paciente, sera estrictamente confidencial y resguardada por el grupo de
investigadores.

* En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto, tiene
derecho a una indemnizacién, siempre que estos efectos sean consecuencia de su
participaciénen el estudio.

* Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigaciéon y Bioética de la
UMSNH en caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante del estudio.

* Si considera que no tiene dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede si asi
lo desea, firmarla Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

(Derechos Reservados, Comisiones de Investigacion y Etica, Facultad de Medicina,
UNAM, 2007).

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Yo, he leido y comprendido la
informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He
sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos confines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacién, o en estudios futuros que puedan realizarse a partir de la toma de mis
muestras. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha

La siguiente parte debe ser completada por el investigador (o surepresentante):

He explicado al C. lanaturaleza ylos propédsitos de la
investigacion, le he explicado acercade los riesgos y beneficios que implica su
participaciény he contestado alas preguntas enlamedida de lo posible. Acepto que
he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigaciéon con
seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el
presente documento.

Firma del investigador Fecha

c.c.p. El paciente. (Se elaborara por duplicado quedando una copia enpoder del
paciente); (UNAM, 2007).
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo: Asociacion entre la presencia de caries y polimoxfismos en el

gen AMBN, de una poblacién de adultos residentes en Morelia, Michoacan

Investigador principal: D. en C. MA. SOLEDAD VAZQUEZ GARCIDUENAS

Sede donde se realizara el estudio: Divisiéon de Estudios de Posgrado de la Facultad
de Ciencias Médicas y Biolégicas "Dr. Ignacio Chavez".

Fecha:

Nombre del paciente:

Por este conducto deseo informar mi decisién de retirarme de este protocolo de
investigacién por las siguientes razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse
en blanco si asi lo desea el paciente)

Si el paciente asilo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién que
se haya recabado sobre €1, con motivo de su participacién en el presente estudio.

Firma del participante Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha

c.c.p. El paciente.
(Se elaborard por duplicado quedando una copia en poder del paciente)

(UNAM, 2007).
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ANEXO D. RELACION DE POLIMORFISMOS.

44 F:70602648 -70602334 G/G- A/T SOLO HAY FOWARD
F:70602446-70602447 T/G-A/T

46 70602639 70602634 A/C-A/T SOLO HAY FOWARD

52 F:70602634 A/T SOLO HAY FOWARD

77 * NO HAY MUTACION SOLO HAY FOWARD

EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO
EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO

EXCLUIDA DEL ESTUDIO

ALIN DIF. POSICION

ALIN DIF. POSICION

ALIN DIF. POSICION
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD

BAJA CALIDAD
BAJA CALIDAD

BAJA CALIDAD

~ BAJACALIDAD
BAJA CALIDAD

F:70602652 - 70602496 T/G-A/C
R:70602599 -70602446 A/T-T/A HETEROCIGOTO
F:70602597 -70602496 A/C- A/C HETEROCIGOTO
F:70602513 -70602610 - DELECION - DELECION -

9 70602603 DELECION HETEROCIGOTO
F: 70602591-586-578-547-

11 527 C/A-A/C-A/G-A/T-A/G HETEROCIGOTO
F:70602597 -70602496 A/C-A/C

12 R:70602602 A/T HETEROCIGOTO
F:70602492 -497 -521 T/A-A/T-C/.

19 R:70602611 -428 JA-A/T HETEROCIGOTO

20 F:70602532 R:70602599 T/A- A/, HETEROCIGOTO

21 F:70602662 R:70602601 A/C - A/T HETEROCIGOTO

77



Asociacion entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblacion 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan
F:70602662 -70602664 C/A-A/T
22 R:70602600 A/T HETEROCIGOTO
24 R:70602446 A/T HETEROCIGOTO
25 F:70602532 T/A HETEROCIGOTO
26 F:70602447 A/T HETEROCIGOTO
29 F:70602497 - 70602505 T/A-A/T HETEROCIGOTO
35 R:70602438 DELECION HETEROCIGOTO
36 F:70602511 -505 DELECCION - DELECCION HETEROCIGOTO
37 F:70602403 A/T HETEROCIGOTO
39 F:70602496 - 70602495 A/C-C/A HETEROCIGOTO
42 F:70602334 DELECION HETEROCIGOTO
47 R:70602446 HETEROCIGOTO
53 R:70602446 T/A HETEROCIGOTO
55 R:70602446 T/A HETEROCIGOTO
F:70602597-70602543 -547
R:7060259093-7060277 AL A/C-A/G-A/G
56 81 DELECION - DELECION HETEROCIGOTO
57 R:70602446 -70602543 T/A - G/A HETEROCIGOTO
60 R:70602604-70602605 DELECION- DELECION HETEROCIGOTO
F:70602569-570-547-541- DELECION- A/G-A/G- A/G-
539-500-492 T/G- T/A-T/A
65 R:70602543-70602525 A/T- A/C HETEROCIGOTO
F:70602619-612-601-547 A/C-A/G-A/C-A/G
69 R:70602542-492 -446-444 A/G-T/A- T/A -T/A HETEROCIGOTO
71 R:70602446 - 70602436 T/A - G/A HETEROCIGOTO
F:70602497 A/T
73 R:70602446 T/A HETEROCIGOTO
F:70602649 T/G
76 R:70602452 DELECION HETEROCIGOTO
79 R:70602600 A/T HETEROCIGOTO
F:70602654 DELECION
94 R:70602607 DELECION HETEROCIGOTO
96 R:70602453 DELECION HETEROCIGOTO
97 F:70602532 T/A HETEROCIGOTO
98 R: 70602461 T/G HETEROCIGOTO
101 R:70602458 T/G HETEROCIGOTO

78



Asociacion entre la presencia de caries y polimorfismos en el gen AMBN, de una poblacion 2019
de adultos residentes en Morelia, Michoacan
102 F:70602532 T/A HETEROCIGOTO
108 R:70602445-70602453-454 DELECION HETEROCIGOTO
110 F:706024580 T/G HETEROCIGOTO
113 F:70602532 T/A HETEROCIGOTO
115 R:70602539 -70602529* A/G-T/C HETEROCIGOTO
116 F:70602628 DELECION HETEROCIGOTO
117 R:70602446 - 70602436 T/A - G/A HETEROCIGOTO
118 R:70602602-70602603 DELECION- DELECION HETEROCIGOTO
119 F:70602511 T/C HETEROCIGOTO
121 R:70602602-70602603 DELECION HETEROCIGOTO
122 F:70602532 T/A HETEROCIGOTO
124 F:70602498 A/C HETEROCIGOTO
125 F:70602535 T/A HETEROCIGOTO
R:70602525-70602535-
7060537-70602541- T/C- A/C- A/G- T/A- A/G-
126 70602543 A/T HETEROCIGOTO
F:70602634 -70602639
R:70602534-513-500-496- A/T-A/C
127 486 T/C-T/A- T/A- T/A -A/G HETEROCIGOTO
128 F:70602639-70602633 A/C-A/T HETEROCIGOTO
131 F:70602500 T/A HETEROCIGOTO
F:70602634-70602524 -
132 70602514 A/T - DELECION - G/C HETEROCIGOTO
133 R:70602605 A/T HETEROCIGOTO
F:70602601-70602547 A/C-A/G
139 R:70602547-70602488 A/G-A/G HETEROCIGOTO
141 F:70602597 A/T HETEROCIGOTO
142 R:70602605 A/T HETEROCIGOTO
F:70602646 - 70602647 T/G-A/T
147 R:70602591 DELECION HETEROCIGOTO
149 F:70602654 R:70602601 C/T- A/T HETEROCIGOTO
150 F:70602528 DELECION HETEROCIGOTO
F:70602652 - 70602496 T/G-A/C
151 R:70602599 -70602446 A/T-T/A HETEROCIGOTO
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F:70602513 -70602610 - DELECION - DELECION -
152 70602603 DELECION HETEROCIGOTO
F:70602597 - 70602496 A/C-A/C
155 R:70602602 A/T HETEROCIGOTO
F:70602662 -70602664 C/A-A/T
156 R:70602600 A/T HETEROCIGOTO
157 F:70602597 -70602496 A/C- A/C HETEROCIGOTO
158 R:70602446 A/T HETEROCIGOTO
159 F:70602496 - 70602495 A/C-C/A HETEROCIGOTO
164 R:70602453 DELECION HETEROCIGOTO
F:70602652 - 70602496 T/G-A/C
171 R:70602599 -70602446 A/T-T/A HETEROCIGOTO
F:70602634-70602524 -
174 70602514 A/T - DELECION - G/C HETEROCIGOTO
F:70602597 - 70602496 A/C-A/C
175 R:70602602 A/T HETEROCIGOTO
F:70602646 - 70602647 T/G-A/T
176 R:70602591 DELECION HETEROCIGOTO
F:70602652 - 70602496 T/G-A/C
177 R:70602599 -70602446 A/T-T/A HETEROCIGOTO
178 F:70602535 T/A HETEROCIGOTO
180 F:70602654 R:70602601 C/T- A/T HETEROCIGOTO
184 R:70602446 - 70602436 T/A - G/A HETEROCIGOTO
185 F:70602532 T/A HETEROCIGOTO
188 F:70602639-70602633 A/C-A/T HETEROCIGOTO
F:70602497 A/T
189 R:70602446 T/A HETEROCIGOTO
F:70602649 T/G
191 R:70602452 DELECION HETEROCIGOTO
F:70602634-70602524 -
192 70602514 A/T - DELECION - G/C HETEROCIGOTO
194 F:70602334 DELECION HETEROCIGOTO
F:70602662 -70602664 C/A-A/T
195 R:70602600 A/T HETEROCIGOTO
i NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
3 . NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
- NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
6 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
13 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
16 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
17 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
23 2 NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
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27 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
30 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
31 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
32 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
33 - NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
34 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
38 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
43 2 NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
45 o NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
48 e NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
49 2 NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
50 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
51 - NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
58 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
59 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
61 - NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
62 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
66 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
70 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
72 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
75 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
78 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
80 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
81 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
82 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
83 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
85 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
86 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
87 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
88 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
89 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
90 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
91 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
92 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
93 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
95 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
99 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
100 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
103 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
104 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
106 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
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109 NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
111 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
112 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
114 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
123 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
129 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
130 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
136 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
137 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
138 & NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
143 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
144 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
145 & NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
146 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
148 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
153 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
154 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
160 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
161 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
162 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
163 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
166 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
167 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
168 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
169 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
172 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
173 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
181 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
182 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
183 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
186 < NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
187 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
193 * NO HAY MUTACION HOMOCIGOTO
63 EXCLUIDA DEL ESTUDIO SIN MUESTRA
64 * NO HAY MUTACION SOLO HAY FOWARD
67 F:70602364 A/T SOLO HAY FOWARD
14 & NO HAY MUTACION SOLO HAY FOWARD
18 * NO HAY MUTACION SOLO HAY FOWARD
28 * NO HAY MUTACION SOLO HAY FOWARD
F:70602334 - AJT
a1 70602639 -640-641 DELECION SOLO HAY FOWARD
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54 *

NO HAY MUTACION

SOLO HAY FOWARD

84

NO HAY MUTACION

SOLO HAY FOWARD

74

NO HAY MUTACION

SOLO HAY REVERSE
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