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Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la
susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios

Entre los factores que causan la caries se encuentran la microbiota de la
cavidad oral, la anatomia dental, los habitos higiénico-dietéticos y la
susceptibilidad o resistencia del huésped. Los estudios de la contribucién
genética a la caries incluyen genes asociados a la respuesta inmune, los
involucrados en la formacién y composicion salival y los que participan en el
desarrollo del esmalte, como el gen AMELX que codifica para la
amelogenina. En distintos paises se han reportado asociaciones entre una
mayor prevalencia de caries y mutaciones en dicho gen, pero en México no
se cuenta con estudios al respecto. Objetivo: Detectar los polimorfismos
presentes en el gen AMELX y evaluar los factores clinicos que modulan la
caries en estudiantes universitarios. Metodologia: Se incluyeron 125 alumnos
inscritos en la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo a quienes
se les determiné el numero de piezas cariadas utilizando el método visual-
tactil mediante espejo dental y sonda de exploracién. De cada individuo se
amplificé por PCR un fragmento del gen AMELX, y las secuencias obtenidas
se compararon por el algoritmo Blast con secuencias depositadas en el
GenBank. Para la asociacion entre la caries y los factores que la modulan se
aplico el analisis de Chi cuadrada de Pearson. Resultados: Se determiné una
prevalencia del 71.8% de caries. Se encontré una relacion entre el indice
CPO-D y la edad, con una significancia de 0.009; asi como una asociacién
positiva entre la caries y la presencia de los polimorfismos rs5933871 y
rs17878486, con indices CPO-D de 20 y 15 respectivamente, con una
significancia de 0.044. El indice CPO-D de cero se relacioné con ausencia de
polimorfismos genéticos. Conclusiones: Existe una asociacién entre la
presencia de caries y los polimorfismos rs5933871 y rs17878486 en el gen
AMELX de la poblacién estudiada.

Palabras clave: AMELX/ PCR/ ADN/ CPO-D
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to caries in college students

Among the factors that cause caries, are the microbiota of the oral cavity,
dental anatomy, dental hygiene, dietary habits and susceptibility or resistance
of the host. The studies about the genetic contribution to caries include genes
involved in the immune response, genes involved in the saliva formation and
composition, as well as those involved in enamel development; such as the
AMELX gene, which encodes for the amelogenin protein. It has been reported
in different countries, with the exception of Mexico, an association between a
higher prevalence of caries and mutations in this gene. Objective: To detect
the polymorphisms present in the AMELX gene and evaluate clinical factors
which modulate caries in college students. Methods: We included 125
students, enrolled in UMSNH, to whom we determined the number of decayed
pieces by the visual-tactile method, using a dental mirror and scanning probe.
10 mL of venous blood was collected from each patient for DNA extraction.
DNA extraction was performed by the phenol-chloroform method. A fragment
of AMELX gene was amplified by PCR assays, sequenced and compared to the
sequences located in the GenBank data bases, using the BLAST algorithm tool.
Pearson’s Chi square analysis was applied, to determine the association
between caries and the factors that modulate it. Results: A 71.8% prevalence
of caries was found. A relationship between the DMFT index and age was
determined, finding a significance of 0.009; as well as a positive association
between caries and the presence of 1s5933871 and 1rs17878486
polymorphisms, with DMFT indices of 20 and 15 respectively, with a
significance of 0.044. The DMFT index of zero was associated with absence of
genetic polymorphisms on the studied gene. Conclusions: There is an
association between the presence of caries and rs5933871 and rs17878486
polymorphisms in the AMELX gene of the studied population.

Key words: AMELX/ PCR/DNA/DMF-T



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios 2015

I. ANTECEDENTES

1.1 Odontogénesis

1.1.1 Tejidos dentales
Los tejidos mineralizados del diente son: el esmalte, la dentina y el cemento
radicular.

El esmalte dental es un tejido duro, acelular, que cubre la superficie de
la corona del diente. Estd compuesto en un 96% de materia inorganica,
incluyendo cristales de hidroxiapatita (HAp en adelante), ademas de fosfatos,
carbonatos, potasio, magnesio, hierro, flior, manganeso y cobre; un 2% de
materia organica integrada por amelogeninas, enamelinas, amelinas,
tuftelinas y parvalbumina; el restante 2% es agua (Tannure et al., 2012). Por
ser de relevancia para esta investigacion, se abordara de forma mas detallada
en un rubro posterior, el proceso de formacion y desarrollo del esmalte.

La dentina es un tejido duro, con cierta elasticidad, de color blanco
amarillento, no vascularizado, que estd inmediatamente por debajo del
esmalte. Es un tejido que en su parte mas interna contiene los procesos de una
célula llamada odontoblasto localizada en la pulpa. La dentina estd compuesta
por un 70 % de tejido inorganico de cristales de HAp, un 18% esta formado
por materia organica (proteinas colagenas) responsables de esa elasticidad y

un 12% de agua (Tannure et al., 2012).

Julieta de la Vega Calderén 1



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios 2015

El cemento radicular es un tejido duro, similar al hueso, que rodea la

superficie externa de la raiz. Estd en intimo contacto con unas fibras del

ligamento periodontal, que une este tejido al hueso (Fig. 1).

Esmalte

Dentina

Pulpa

Encia

PV 1
'

'l_,—_— Hueso

Canal Radicular

Figura 1. Representacion grafica de las diferentes estructuras dentales (Recuperada de
es.slideshare.net/AndreaAAcua/guia-antoma-dentaria-uss, enero 2015).

El cemento modifica su composicion con la edad, normalmente en el
adulto consiste en alrededor de 45-50% de sustancias inorganicas (fosfatos de

calcio), 50-55% de material organico como colageno y mucopolisacaridos, y

agua (Soames & Southern, 2005).

1.1.2 Amelogenésis

Es el proceso de formacién del esmalte dentario, en el que estan
involucradas dos células: el ameloblasto, que secretara la matriz organica del

esmalte y la célula del estrato intermedio, que secretara fosfatasa alcalina.

Julieta de la Vega Calderén
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Ambas células son una unidad funcional en la integracién del esmalte, proceso

que incluye tres etapas:

a)

b)

Secreciéon de la matriz del esmalte: Tiene periodos alternados de
elaboracién y reposo, a una velocidad de 0.023 mm/dia. Se empieza a
visualizar el proceso de Tomes.

Hay una mineralizacién temprana, y el esmalte en esta fase esta
compuesto de 65% agua, 20% proteinas: amelogeninas, enamelinas,
ameloblastinas y tuftelina, siendo las principales en cuanto a formacién
del esmalte (Becerik et al., 2009) y 15% material inorganico.
Mineralizaciéon: Surgen los cristales de HAp en forma hexagonal, con
dimensiones entre 50 y 1000 nm, asi como la llegada de iones de calcio,
fosfato, carbonatos y magnesio. Esto contribuye a la formacién de los
prismas del esmalte, que se dara por estratos o capas.

Maduracién: En esta fase se da el crecimiento de los cristales de HAp,
que iniciara una vez que se haya secretado el total del espesor de la
matriz. Iniciard en los bordes mas altos del diente en formacidn, se iran
eliminando grandes cantidades de agua y matriz organica (Zelada Silva,

2009).

En este mismo orden y direccién, se sabe que el ameloblasto posee un

ciclo vital (Fig. 2), que puede ser:

1. Morfogenético: tiene una forma cilindrica baja, se da en el estadio

de campana temprana o inicial. Las células del epitelio interno estan

Julieta de la Vega Calderén 3
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separadas de las células de la papila dental por la ldmina basal. Aqui
se determinara la forma del futuro diente.

2. Organizacién: tienen una forma cilindrica alta. Ocurre en el estadio
tardio de campana. Van a interactuar con la papila dental y surgen
los odontoblastos que secretaran predentina. Se da el desarrollo de
los ameloblastos.

3. Formativo: Los ameloblastos van en busca de una nueva fuente de
nutricién y migran centrifugamente; empieza la secrecién de matriz
organica de esmalte. Aparecen abundantes vesiculas secretoras. Se
visualiza el proceso de Tomes.

4. Maduracioén: Inicia cuando la totalidad de la matriz ha sido formada.
Se presenta un borde en cepillo en el ameloblasto, y este inicia la
reabsorcién de agua y material organico.

5. Proteccion: En esta etapa, el esmalte se ha formado por completo y
estd totalmente calcificado. Los ameloblastos pierden su
ordenamiento, por lo que es dificil diferenciarlos de las células
suprayacentes. Aqui se va a formar el epitelio reducido del érgano
dental, siendo pluriestratificado, en las diferentes capas estaran:
ameloblastos, estrato intermedio, reticulo estrellado y el epitelio
externo.

6. Desmolitico: Hay una proliferacién del epitelio reducido del é6rgano

dental, se induce atrofia en el tejido conectivo, lo que separa al

Julieta de la Vega Calderén 4
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diente de la cavidad bucal; terminando con desmélisis del tejido

mencionado, (Zelada Silva, 2009).

Figura 2. Representacion grafica del ciclo vital del ameloblasto ((Zelada Silva, 2009).

1.1.3 Amelogenina

Proteina secretada por ameloblastos, que son células altamente
especializadas, productoras de matrices proteicas que formaran un
microambiente que desencadenara en la deposicion de hidroxiapatita
(Bleicher et al, 1999).

Como ya se ha mencionado, representan el 90% de la matriz del
esmalte, el resto corresponde a proteinas menos abundantes como

enamelinas, tuftelina y ameloblastina/amelina (Bleicher et al., 1999).

Julieta de la Vega Calderén 5
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Las amelogeninas tienen bajo peso molecular, de 25 kDA, y son
procesadas proteoliticamente de forma rapida a proteinas de ~ 20 kDA. La
funciéon de estos restos proteicos es desconocida. Las amelogeninas mas
hidréfobas pueden actuar como agentes quelantes de calcio en sitios de
nucleacioén, inhibiendo el crecimiento de cristales de HAp y/o la regulacién
del tamafio del cristal, asi como su orientacién (Bleicher et al., 1999).

Mediante la técnica de hibridacién in situ se han determinado los
niveles de transcripcion del gen de amelogenina durante la fase secretora, en
la capa celular ameloblastica de la superficie labial de los incisivos de ratas.
Esto ha permitido determinar que la magnitud de expresién de dicho gen se
mantiene constante durante todo el proceso de maduracién del desarrollo

dental (Bleicher et al., 1999).

1.1.4 Biomineralizacién del esmalte

Este proceso consiste en la incorporaciéon de cristales de forma
estratificada y organizada, tanto en la matriz celular como en la extracelular
de ciertos organismos vivos, entre ellos el esqueleto y la dentadura humanos.
Dicha fase es controlada principalmente por la accidén catalitica de
macromoléculas acidicas como las proteinas, glicoproteinas y/o polipéptidos,
los cuales controlan la formacién de cristales (Mendoza-Barrera, 2005).

En efecto, las regiones poliacidicas son frecuentes en las proteinas que
interactuan con iones inorganicos y superficies minerales, mayormente los

fosfatos de calcio presentes en tejido duro, es decir, los dominios acidicos son

Julieta de la Vega Calderén 6
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responsables del enlace entre la HAp, componente principal del diente, y las
proteinas. Esta interaccion permite que se formen los cristales de HAp, cuya
férmula quimica, Caio(PO4)s(OH)2, refleja la complejidad de su estructuracién
(Mendoza-Barrera, 2005).

Como puede observarse, las proteinas controlan directamente la
nucleacién y crecimiento de dichos minerales, pero los detalles de
reconocimiento molecular en la interfase proteina-biomineral no son del todo
claros debido a que la interaccién de las proteinas con los minerales se lleva

a cabo en una capa de alrededor de 100A (Mendoza-Barrera, 2005).

1.1.5 Fisiopatologia

En el medio bucal, los dientes estan sometidos a procesos constantes y
variables de desmineralizacién y remineralizacién, que se repiten con la
ingesta de alimentos, principalmente carbohidratos. Se ha demostrado que
existe un intercambio idnico activo y permanente entre el esmalte y el medio
bucal, de tal forma que el diente estd sano cuando la saliva posee un pH
superior a 5.5 y la concentracién de calcio y fosfato es mayor que el producto
de solubilidad de la HAp. Cuando el medio bucal es mas acido o cuando sobre
la superficie dentaria se ha depositado una placa microbiana que ha hecho
descender el pH por debajo de 5.5, el diente pierde minerales (Monterde,
Delgado, & Espejel, 2002).

Si esta situacidén persiste, aparece una lesién cariosa incipiente, la cual

se manifiesta como una mancha blanca. Si la misma situacidén se revierte

Julieta de la Vega Calderén 7
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después de 30-45 minutos, el pH aumenta y el medio bucal se neutraliza, se
produce un depdsito de minerales que provienen de los fosfatos y otras sales
presentes en la saliva sobre la superficie del diente (Monterde et al., 2002).
En ese mismo sentido, el estado fisiolégico del huésped, aunado al flujo
salival y a la capacidad buffer de la saliva, puede iniciar la caries. Ademas,
algunas proteinas salivales (factor genético del huésped) tienen propiedades
antibacteriales y efectos mineralizantes, que pueden influir o detener el

proceso carioso (Hakuei, Yasuhiro, Ken, Hiroo, & Pao-Li, 2010).

1.2. La caries

1.2.1 Definicién

La caries es una enfermedad infecciosa multifactorial que se caracteriza
por la destruccién de los tejidos duros del diente como consecuencia de una
desmineralizacidén provocada por los acidos que genera la placa bacteriana, a
partir de los hidratos de carbono de la dieta (Lopez, 2009).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la caries dental se
puede definir como ‘“un proceso patolégico, localizado, de origen externo,
que se inicia tras la erupcién y que determina un reblandecimiento del tejido
duro del diente, evolucionando hacia la formacién de una cavidad” (WHO,
1972).

1.2.2 Epidemiologia
La caries es una de las enfermedades infecciosas de mayor prevalencia

a nivel mundial que oscila entre 80% (Belda-Ferre et al., 2012) y el 84% segun
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la Asociacién Dental Americana (ADA) (Pitts, 2010); tanto en los paises
industrializados como en vias de desarrollo. Segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS, 1997) "la poblaciéon mas desfavorecida en el planeta, es la
que soporta mayor carga de morbilidad bucodental", esto porque se asocia al
nivel socio-econémico bajo con los malos habitos higiénico-dietéticos.

A pesar de que la caries ha ido en descenso desde los afios 70 en los
paises desarrollados, contintia siendo un problema significativo de salud
publica en muchas partes del mundo.

Cabe agregar que una implicacién importante en los paises en
desarrollo es la malnutricién a largo plazo, lo que se ve reflejado en
disminucién de la estatura de la poblacién, ademas de estar asociado
significativamente a procesos cariosos en la edad de 12 afios, principalmente
en los primeros molares permanentes (Peres & Barros, 2009).

Los efectos de las enfermedades bucodentales en cuestion de dolor,
sufrimiento, deterioro funcional y disminucién de la calidad de vida son
considerables y costosos. Se estima que el tratamiento dental representa entre
el 5% vy el 10% del gasto sanitario de los paises industrializados, y esto
légicamente estd por encima de los recursos de muchos paises en vias de
desarrollo, los cuales tienen acceso limitado a la atencién sanitaria bucodental
(Aguilar-Orozco, Navarrete-Ayon, Robles-Romero, Aguilar-Orozco, & Rojas-
Garcia, 2009).

De acuerdo con la OMS, la caries es la cuarta enfermedad mas cara de

tratar en el mundo, estimandose que el gasto total de atenciéon odontolégica
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en Estados Unidos en 2009, ascendié a mas de 100.000 millones de ddélares
(Glick, 2011).

Por si misma, la caries no representa un peligro grave para la salud,
pero cuando se presenta en sujetos que padecen alguna enfermedad crénica,
las patologias de dientes y encias pueden repercutir en el estado de salud
general, y tener consecuencias mortales, como la hemofilia y la endocarditis
bacteriana (Gati & Vieira, 2011).

Ademas, se debe tomar en cuenta que la pérdida de piezas dentales
por extracciones prematuras, la caries en estadios avanzados y el consecuente
dolor, alterara el equilibrio del sistema estomatognatico, y con esto provocara
sintomas en la articulacién témporomandibular (ATM).

La articulacién temporomandibular (también llamada complejo
articular craneomandibular) es la articulacién que existe entre el hueso
temporal y la mandibula. El Diccionario de Términos Médicos (2012), la
describe como una ‘“articulaciéon bicondilea entre la fosa mandibular y el
tubérculo articular del hueso temporal por arriba y el céndilo de la mandibula
por abajo, estabilizada por un disco articular, que permite movimientos de
descenso y elevacién asi como desplazamientos anteriores, posteriores y
laterales de la mandibula”.

Si existen signos o sintomas de dafio en ella, se dificultard la
masticacién. Con esto, la trituracién de los alimentos y la formacién del bolo
alimenticio no es efectiva, provocando asi un mayor trabajo en él y

desencadenando trastornos alimenticios, nutritivos (pérdida de peso) y
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digestivos en general, como aerofagia, gastritis, ulcera, colitis y cancer
gastrico (Gati & Vieira, 2011). Por lo tanto, es sorprendente que no existan
estrategias eficaces para combatir la caries, a pesar de su enorme impacto en

la salud humana.

1.2.3 La caries en México

En México, la encuesta nacional de caries dental (1988-2001) aplicada
en nifios de 6-12 afios, reporta una prevalencia del 82.9% (Lépez, 2009). Un
nifio con caries en sus piezas temporales, denominadas "dientes de leche",
seguramente sera un niflo con caries en piezas permanentes, y por lo mismo,
un adulto con restauraciones dentales multiples, con las consecuencias
econodmicas (elevado costo de atencién odontolégica), fisicas (disminucién de
calidad de vida), psicolégicas (baja autoestima) y emocionales que todo esto
implica (Tannure et al., 2012).

En el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales
(SIVEPAB), las cifras muestran un incremento en la presencia de caries dental
con la edad, encontrandose el mas alto a los 19 afios, con un promedio de 7.3
dientes.

Por otra parte, la Encuesta Nacional de Caries Dental (ENCD, 2001)
sefiala que la prevalencia de caries para el grupo de edad de 15 afios fue de
58% y el indice CPOD (numero total de piezas dentales cariadas, pérdidas u
obturadas) de 1.91, mientras que para el DF la prevalencia fue de 88.6% con

un indice CPOD de 5.31.
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Estudios hechos en adolescentes mexicanos reportan un indice CPOD
de 7.2 (Rivas et al, 2000). Dicha informacién es similar a la obtenida en el
2006, donde se identificé un indice CPOD de 6.8 y una prevalencia de caries
de 97% en 113 estudiantes de nivel bachillerato (Rivera, Martinez, &
Hernandez, 2006).

Asi mismo, la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
realizé un estudio en una muestra de 77 191 estudiantes de nivel medio
superior, de los ciclos escolares 2003, 2004 y 2005; esto con el fin de
determinar la prevalencia de caries por afio y género (de la Fuente, Gonzalez
de Cossio, Ortega, & Sifuentes, 2008; de la Fuente-Hernandez, Gonzalez de
Cossio, Ortega-Maldonado, & Sifuentes-Valenzuela, 2008). Los resultados de
dicho estudio se muestran enla Tablal.

Tabla I. Prevalencia de caries, perdidas y obturaciéon dental (CPO-D) en
estudiantes de nivel medio superior en México, DF.

2003 2004 2005

Condici6  Hombres Mujeres Total  Hombres Mujeres Total Hombres Mujeres Total
n bucal

n (%) n (%) n (%) n (%) () (%) n % n % n (% n %)
Caries 4700 (44.0) 5993 (56.0) 1069 5600 (43.1) 7397 (56.9) 12997 6069 (46.1) 7100 (53.9) 13169
dental (29.0) (35.3) (35.7)
Pérdida 2782 (48.4) 2960 (51.5) 5742 3072 (48.4) 3276 (51.6) 6348 2945(47.0) 3332(53.0) 6277 (34.2)
dental (31.3) (34.5)

Obturacio 4170 (43.7) 5372 (56.3) 9542 4992 (42.0) 6893 (58.0) 11885 5180 (46.8) 5900 (53.2) 11080
n dental (29.4) (36.6) (34.0)

Fuente: Examen Meédico Automatizado. Direccion General de Servicios Meédicos.
Universidad Nacional Auténoma de México. Indice CPOD. Reportes ecolégicos NMS,
2003, 2004 y 2005; n=77 191 estudiantes

En el 2013 se recopild a través de 413 unidades centinela,
pertenecientes al Sector Salud, la informacién del formato de estudio de caso

SIVEPAB. Se examiné a un total de 274, 192 pacientes de 2 a 99 afios de edad,
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incluyendo a las 32 entidades federativas del pais. De un total de 217, 494
adolescentes y adultos que acudieron a los Servicios de Salud, sélo el 4.0%
resultaron con una 6ptima salud bucal (OpSB), cuyos criterios son: 20 o mas
dientes naturales; 18 o mas dientes sanos y sin lesiones cariosas activas; Sin
dafio periodontal. Es decir, solamente 1 de cada 25 encuestados tenia una
adecuada salud bucal. La prevalencia de caries en el total de la poblacién fue
de 94.9%, encontrandose ademas que esta prevalencia de caries en relacién
con la edad fue elevada en todos los grupos de edad, superior al 87% (Mejia,

Gonzalez, & Lomeli, 2014).

1.2.4 Etiologia de la caries
Enla caries como enfermedad multifactorial, concurren diversos factores para
su desarrollo, como son:
a) Tiempo

La placa dental es capaz de producir caries debido a la capacidad
acidogénica y acidurica que poseen los microorganismos que la colonizan, de
tal forma que los carbohidratos fermentables en la dieta no son suficientes,
sino que ademas éstos deben actuar durante un tiempo prolongado para
mantener un pH acido constante (inferior a 7) a nivel de la interfase placa-
esmalte, eventualmente genera la desmineralizacién dentaria (Negroni,
2009).

De esta forma, el elemento tiempo forma parte primordial en la

etiologia de la caries. Un 6rgano dental es capaz de resistir 2 h por dia de
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desmineralizacién sin sufrir lesién en su esmalte, ya que la saliva tiene un
componente buffer o amortiguador en este fenémeno, son principalmente el
acido carbénico/bicarbonato y el sistema del fosfato (Gati & Vieira, 2011).
b) Dieta

La presencia de carbohidratos fermentables en la dieta condiciona la
apariciéon de caries, sin embargo los almidones no la producen. Pero es
necesario aclarar, que el metabolismo de los hidratos de carbono se produce
por una enzima presente en la saliva, denominada alfa amilasa salival o
ptialina, capaz de degradar el almidén hasta maltosa y de acuerdo al tiempo
que permanezca el bolo en la boca podria escindirla hasta glucosa; esto
produce una disminucién en el pH salival que favorece la desmineralizacion
del esmalte. La presencia de azucar en la dieta produce 18 horas de
desmineralizacidn, asociado como destruccién quimica dental,
independientemente de la calidad del cepillado dental en el paciente (Soames
& Southern, 2005).
c) Bacterias

Son capaces de adherirse a la pelicula adquirida (formada por proteinas
que precipitaron sobre la superficie del esmalte), y congregarse formando un
"biofilm" (comunidad cooperativa), integrado por mas de 700 especies
bacterianas, entre ellas Streptococcus mutans y Lactobacillus acidofilus. De esta
manera evade los sistemas de defensa del huésped, que consisten
principalmente en la remocién de bacterias saproéfitas y/o patégenas no

adheridas, por la saliva, siendo estas posteriormente deglutidas.
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Inicialmente en el biofilm se encuentra una gran cantidad de bacterias
Gram positivas con poca capacidad de formar acidos organicos y
polisacaridos extracelulares, pero éstas posteriormente, debido a las
condiciones anaerobias de las capas mas profundas son reemplazadas por un
predominio de bacterias Gram negativas, y es en este momento cuando
sel denomina a la placa "cariogénica”, es decir, capaz de producir caries
dental (Belda-Ferre et al., 2012).

Dicha placa, 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,
provocando su desmineralizacidn, y facilitando asi su destrucciéon. De no ser
revertido este fendmeno a través de la remineralizacién, se propicia la
pérdida de sustancia dentaria, lo que trae consigo la formacién de cavidades
en los dientes (Negroni, 2004).

Algunos estudios de la microbiota de la cavidad oral, basados en la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han aumentado nuestro
conocimiento taxonémico de las comunidades bacterianas que ahi residen, en
comparacién con estudios previos basados en cultivo (Belda-Ferre et al.,
2012).

El crecimiento y desarrollo del conjunto de microorganismos de
cavidad oral del infante, sigue una secuencia guiada por importantes cambios
que se producen ahi. La erupcién dental, produce las condiciones apropiadas

para el desarrollo de los microorganismos que para colonizar necesitan
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adherirse a superficies duras. Entre estos se destacan, Streptococcus mutans
(SM) y Streptococcus sobrinus (SS), cuya presencia se sabe necesaria, aunque
no suficiente, para el desarrollo de la caries dental (Carletto-Koérber,
Gonzalez-Ittig, Jiménez, & Cornejo, 2011).

Segun el estudio de transmisién y similitud genética, realizado por
medio de la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa con oligos
arbitrarios (AP-PCR), entre las cepas de SM de binomios madre-nifio, el
58.8% presentaron esta semejanza, por lo que debe considerarse a la madre
como una fuente importante, aunque no unica, de infeccién para el nifio a una
edad temprana; encontrandose que el contacto inicial del infante con la
bacteria es a los 18 meses de edad (Carletto-Koérber et al., 2011).

La adquisicién temprana de SM toma relevancia, al postularse como un
factor predictivo de la actividad futura de caries en las denticiones primaria y
permanente. La madre ha sido sefialada como la principal fuente infecciosa
para el nifio, observandose una correspondencia con el periodo de erupcioén
de los dientes primarios, lo que se presenta entre los 8 meses y los 3 afios de
edad del individuo (Carletto-Kérber et al., 2011).

En la cavidad oral, la mayoria de los habitats son dominados por
Streptococcus, pero seguidos muy de cerca por Haemophilus en la mucosa
oral, Actinomyces en la placa supragingival, y Prevotella en el surco gingival
(Belda-Ferre et al., 2012).

Debido a la complejidad del ecosistema oral se dificulta la localizacién

de especies patéogenas potenciales, ademas, que no puede atribuirse a un
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unico agente etiolégico el desarrollo de la caries, como en la clasica
enfermedad de los postulados de Koch (Belda-Ferre et al., 2012).
d) Anatomia dental

La composicidon y localizacién del diente contribuye en la cantidad de
placa dental que es retenida. Por ejemplo, en los molares y premolares,
debido a su morfologia anfractuosa, con una cara oclusal abundante en surcos,
fosas, puntos y fisuras se dificulta la autoclisis (Shaffer et al., 2012).

e) Situacién cultural y socioecondémica

Se relaciona al estilo de vida, lo que condiciona los habitos higiénico
dietéticos (Tannure et al., 2012).

“La salud individual y de grupos en una comunidad definida, esta
determinada por la interaccién de factores personales, familiares, por el
ambiente socioecondémico, cultural y fisico” (Diaz Cardenas, Arrieta Vergara,
& Gonzalez Martinez, 2011) et al., 2011).

De igual forma, al buscar una adecuada salud oral de los nifios, debe
articularse la salud de su contexto familiar, ya que ésta puede contribuir como
protectora o de riesgo, para el desarrollo de la caries dental (Fejerskov, 2004).

Resulta oportuno mencionar, que los determinantes sociales son
aquellas condiciones bajo las que los individuos nacen y se desarrollan; asi
mismo, puede incluir a aquellos sistemas para combatir las enfermedades
propensas para el individuo.

Esta idea es sumamente compleja, pues no solo esta definido por

condiciones econdémicas, sociales, normativas o politicas, sino que involucra
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todos aquellos procesos que las generan (Contreras, Sifuentes, de la Fuente,
Acosta, & Villanueva, 2015).

Cabe agregar, que la Universidad de Adelaida del Sur y el Centro de
Investigacién Australiana para la Salud Oral de la Poblacién, en el 2014
demostraron que las comunidades indigenas, caracterizadas por un bajo
desarrollo econémico, presentaban un mayor promedio de dientes cariados
en los nifios de estas localidades comparados con aquellos que se desarrollan
en comunidades no indigenas, asi como una mayor prevalencia de caries en
la comunidad (Contreras et al., 2015).

Segun se ha visto, la salud bucal de los nifios inicia en el hogar, se han
relacionado los conocimientos, actitudes y practicas de salud bucal de los
padres con el estado de salud bucal de sus hijos; asi como la baja escolaridad
y el hecho de no tener empleo los padres o tutores, pertenecer a un estrato
socioeconémico bajo, el delegar el cuidado de los nifios a abuelos o
cuidadores por largas jornadas de trabajo de las madres; el tener mas de 4
hijos y el abandono fisico, como factores familiares de riesgo para la caries
dental.

Es decir, el tipo de estructura familiar y la disfuncionalidad, asi como
las familias monoparentales, podrian incrementar el riesgo de sufrir caries
dental y su severidad (Diaz Cardenas et al., 2011).

Es evidente entonces, que las enfermedades orales representan una
carga para la poblaciéon, perjudicando principalmente a los grupos mas

vulnerables, desfavorecidos y con una mayor marginacién social. De esta
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manera, la vinculacién entre la caries u otras enfermedades orales, con otras
variables sociales y econémicas como la exclusién social o la pobreza, va a
generar que las primeras estén presentes en un gradiente diverso,
determinado por la distribucién socioecondémica (Contreras et al., 2015).
f) Susceptibilidad genética

La integracién de la informacién gendémica al conocimiento de las
enfermedades orales, esta generando importantes cambios en el cuidado de
la salud oral, ya que promueve un aprendizaje mas profundo de la etiologia
de la enfermedad, y permite ademas un diagnéstico temprano, seguido de
medidas preventivas para evitar la enfermedad, en lugar de tratamientos que
intentan reparar los daiios ocasionados (Eng, Chen, Vess, & Ginsburg, 2012).

Sin embargo, mientras la aplicacién de la gendémica tiene un importante
rol en el cuidado de la salud médica por mas de una década, el campo de la
odontologia esta aun en desventaja ante esta tecnologia. Los odontélogos
reciben un entrenamiento informal en genética, y generalmente estan poco
familiarizados con la aplicacién de las tecnologias gendémicas para el cuidado
clinico (Eng et al., 2012).

El hospedero puede tener una mayor o menor incidencia de caries
debido a la herencia (Wang et al., 2012). Esto se ha probado en modelos
animales (Deeley et al., 2008; A. R. Vieira, 2012) y en modelos humanos,

incluyendo gemelos (Deeley et al., 2008).
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Dicha susceptibilidad genética a la caries se manifiesta durante la
maduracién post eruptiva del esmalte, lo cual ocurre en los dos afios
siguientes a la erupcion dental (Gasse et al., 2013).

Buscando cuantificar la contribucién de los factores ambientales y
genéticos en el inicio y progresién de la caries durante la primera infancia, se
realizé un estudio longitudinal en una cohorte de 314 pares de gemelos, de
entre 1.5 a 8 afios de edad, de la Ciudad de Montes Claros, en Brasil (Bretz et
al., 2005).

La mayoria de ellos presentaban caries activas, no tenian acceso al
consumo de agua fluorada ni a la atencién odontoldégica temprana. 112 pares
fueron monocigotos y 202 pares dicigotos. Se examind, al inicio del estudioy
alos 12 meses, la presencia de caries en cada una de las superficies dentales
asi como el grado de severidad de cada lesién. Estadisticamente en base a un
analisis de varianza se estimo la heredabilidad al correlacionar datos clinicos
y genéticos (Bretz et al., 2005).

Asi, caracteristicas que influyen en la caries, como son la anatomia de
la superficie oclusal, profundidad e inclinacién de las fisuras, probablemente
estdn determinadas genéticamente, pero no se ha estudiado mucho; a
diferencia de la estructura del esmalte y su contenido mineral, que ha sido
ampliamente reportado, y cuyos genes responsables se conocen (Bretz et al.,
2005).

La variacién de los genes implicados en el desarrollo del esmalte,

puede conducir a una mayor susceptibilidad a la caries; sin embargo, los
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habitos orales adquiridos en la infancia podrian actuar modulando este factor

genético (Tannure et al., 2012).

En base a lo anterior, la alta incidencia de caries dental presente en
edades tempranas, puede estar relacionada con la erupcién de la denticidén
primaria, asi como con factores exclusivos del huésped y la composicién

salival (Bretz et al., 2005).

1.3 Polimorfismos genéticos

Los cambios en la informacién genética que esta contenida en el ADN,
son llamados mutaciones. Estas alteraciones pueden darse en un nucleétido
o en cromosomas completos (Martinez, Garcia, Campos, Granados, & Farias,
2006).

Los polimorfismos comunes incluyen tAindem en segmentos repetidos
(minisatélites 0.1-20kb;  microsatélites 2-100 nucleétidos), grandes y
pequefias deleciones, inserciones o duplicaciones segmentarias vy
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). Estos son extremadamente
comunes y representan aproximadamente el 90% de toda la variacién de la
secuencia conocida; estimandose su ocurrencia cada 100-300 pares de bases
(Chorley et al., 2008).

La forma mas comun de variaciones genéticas, el polimorfismo de un
solo nucleétido o SNPs, puede afectar la manera en que un individuo responde
al medio ambiente y modificar el riesgo a la enfermedad. Aunque la mayoria

de los millones de SNPs tienen poco o ningun efecto sobre la regulacién de
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genes o la actividad proteica, hay varias circunstancias donde el cambio de
bases puede tener efectos deletéreos (Chorley et al., 2008).

Existen millones de  alteraciones genéticas denominadas
polimorfismos, y se presentan por lo menos en 1% de la poblacién humana,
de no ser asi se denomina mutacién puntual. Y aunque la mayoria tienen poco
impacto en la salud humana, hay evidencia reciente de que ciertas variantes
causan efectos fenotipicos a los que se les da un contexto especifico, y pueden
ademas impactar fuertemente en la susceptibilidad a una enfermedad
(Chorley et al., 2008).

Los SNPs que se encuentran en secuencias codificantes pueden
modificar (no sinénimas) o no (sinénimas o mutaciones silenciosas) la cadena
de aminoacidos que producen. En el caso de los no sinénimos podria alterarse
el codén de aminoacidos impactando en la actividad de la proteina,
generando un cambio en la polaridad, una fosforilaciéon inadecuada u otras
consecuencias funcionales, que han sido ampliamente estudiadas (Chorley et
al., 2008).

Los SNPs presentes en regiones no codificantes o reguladoras putativas
(rSNPs) son mas dificiles de predecir, tanto porque el rol mecanico de la
secuencia gendémica no codificante esta aun mal definido, como porque la
validacion experimental de las consecuencias funcionales de los rSNPs es un
proceso lento y laborioso; aunque en la literatura se menciona que pueden

tener consecuencias en el proceso de traduccién, como el splicing, la unién
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de factores de transcripcién o modificar la secuencia de ARN no codificante
(Chorley et al., 2008).

Es bien conocido que los SNPs dentro de las regiones regulatorias del
genoma pueden resultar en desorganizacién en la transcripcion de los genes.
Asi mismo, este tipo de polimorfismos pueden afectar secuencias reguladoras
de genes tales como los promotores, potenciadores y silenciadores. También,
pueden presentarse en los sitios de unién a factores de transcripcién, donde
las consecuencias serian multiples, y llevar a cambios en la expresidén génica
y el fenotipo, afectando asi la susceptibilidad a enfermedades y a la
exposicién ambiental (Chorley et al., 2008).

La identificacién de genes por secuenciacion es la manera mas sencilla
y directa de analizar un gen y detectar una mutacién o un polimorfismo,
siendo el analisis de polimorfismos un método éptimo para el diagnédstico, en
especial por la posibilidad de detectar la enfermedad antes de que se
desarrolle, o la predisposicién genética a ciertas enfermedades cuya causa no
es unica (Luque & Hérraez, 2012).

Aunque la mayoria de los SNPs no originan directamente
enfermedades, en ocasiones pueden localizarse muy cerca de mutaciones o
polimorfismos involucrados en procesos patégenos, lo que los hace utiles
como marcadores geneticos, por lo que al ir caracterizando cada vez un
numero mayor de polimorfismos, se hace posible la construccién de un mapa
de SNPs, lo que se une a la utilidad propia de algunos como determinantes de

enfermedades (Luque & Hérraez, 2012).
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De acuerdo a lo depositado en la base de datos de dbSNP, la base de
datos de SNPs del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
existen mas de 11 millones de SNPs identificados enla poblacién humana. Asi,
hay aproximadamente 165,000 SNPs en los 20,000-25,000 genes estimados
(Chorley et al., 2008).

Por otra parte, el proyecto internacional HapMap ha mejorado la
evaluacion de un gran conjunto de SNPs (~ 4 millones distribuidos en todo el
genoma) en muestras de Asia, Africa y Europa, lo que permitié la
identificacion de haplotipos y de grupos de haplotipos SNP comunes entre la

poblaciéon humana, denominados tagSNPs (Chorley et al., 2008).

1.3.1 Polimorfismos genéticos relacionados con caries

El enfoque en genes candidatos relacionados con caries incluye tres
grupos principales: genes participantes en el desarrollo del esmalte, los
involucrados en la formacién y composicién salival, y los que intervienen en
la respuesta inmune (A.R. Vieira, 2012).

Se ha dado mayor importancia alos genes que codifican para proteinas
involucradas en la ruta de sintesis del esmalte, o bien, la ausencia de ellas, lo
que redundaria en la susceptibilidad del diente a la enfermedad. Entre los que
destaca el gen AMELX (Tannure et al., 2012; Urzua, Ortega, Rodriguez, &
Morales, 2005).

Se ha encontrado que cambios en la amelogenina, el componente

principal de la proteina de la matriz del esmalte dental, es esencial para la
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formacién y estructura del mismo, tienen una fuerte asociacién con altos
niveles de caries en poblacién de Guatemala [CPOD mayor o igual de 15,

p=0.06, y CPOD mayor o igual de 20, p=0.002] (Deeley et al., 2008).

1.3.2 Gen de la Amelogenina

Dicho gen estd localizado en la regién pseudoautosémica de los
cromosomas sexuales, en Xp22.3, el gen AMELX y en Ypll.2 el gen AMELY
respectivamente; y son las diferencias de secuencia entre los dos homélogos,
lo que se han empleado para diferenciar a los machos de las hembras (Caratti
et al., 2009).

Los productos de PCR generados del AMELX y del AMELY, pueden ser
discriminados entre si empleando cebadores que flaquean una delecién de 6
pares de bases (pb) en el primer intrén del cromosoma X. (Caratti et al., 2009)
Significa entonces que la amelogenina es la proteina codificada por los genes
AMELX Xp22.3-p22.1 y AMELY Ypll.2; tanto AMELX como AMELY son
transcripcionalmente activos en varones, durante el brote de dientes en
desarrollo (Santos et al., 2007).

Se ha reportado que es mas efectivo el gen AMELY en el proceso de
formacién del esmalte dental, que el gen AMELX. Por lo tanto, es posible que
la presencia en el género masculino de un alelo mutante en el gen AMELX con
susceptibilidad a la caries, se vea compensado por la accién de su homoélogo

y por supuesto activo, gen AMELY (Deeley et al., 2008).
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Es conveniente mencionar, que aproximadamente solo el 10% del total
de la amelogenina, es originada por el gen AMELY (Lee et al., 2011).

Una contribucién de la amelogenina en la susceptibilidad a la caries
puede arrojar algo de luz sobre las diferencias de género en la prevalencia
de caries.

Esto puede argumentar a favor de un modelo de enfermedad dominante
ligada al cromosoma X, con expresividad variable (Deeley et al., 2008).

Con referencia a lo anterior, en 1967, se describié una familia con
amelogénesis imperfecta, en la que el modo de herencia estaba ligada al
cromosoma X; asi, las hembras afectadas en esta familia, con frecuencia
presentaban areas verticales alternadas de esmalte normal y &areas de
hipomaduracién, mientras que los varones tenian esmalte hipomaduro de
coloracién marrén moteado. Estas son caracteristicas clinicas de la
enfermedad, que sugieren la participacion del gen de la amelogenina
(Collier, Sauk, Rosenbloom, Yuan, & Gibson, 1997).

Un gen de susceptibilidad para la caries en el cromosoma X humano
plantea posibilidades interesantes. Existe un sesgo de género femenino casi
universal en la caries.

Segun se ha citado, existe una mayor prevalencia de caries en las
mujeres, lo que se explica a menudo por la erupcién temprana de los dientes,
papel doméstico en la preparacién de alimentos; ademas de la composicién
bioquimica y la tasa total de flujo salival que se modifica por las fluctuaciones

hormonales durante eventos tales como la pubertad, la menstruacién y el
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embarazo, por lo que el medio oral es significativamente mas cariogénico
para las mujeres que para los hombres (Lukacs & Largaespada, 2006).

La asociacién de mutaciones de los genes codificantes para las
proteinas amelogenina y enamelina, han mostrado una conocida relacién con
los diversos tipos de amelogénesis imperfecta (Al) (Becerik et al., 2009).

Esto ha sido demostrado en cepas de ratones transgénicos, al medir las
variantes de expresiéon del gen AMELX. Para lo cual, se extrajo el ADN de las
colas del ratén y se amplificé por PCR empleando iniciadores especificos. Se
tomaron ratones de 4 dias, de 6 semanas y de 5 meses de nacidos, y se
emplearon tanto machos como hembras. Fueron sacrificados por
administracién de biéxido de carbono (CO2), y se cortaron los maxilares que
contenian tanto incisivos como molares de ratones de 6 semanas y 5 meses.
Se les realizé6 un ensayo de microindentacidén, para generar lesiones
artificiales de caries por inmersiéon de cada bloque de esmalte en 24 mL de
solucidn acida, a 37° C durante 16 horas (A. Vieira, Gibson, Deeley, Xue, & Li,
2015).

Este método generd una desmineralizacion del esmalte profundo sin
erosion superficial. Posteriormente se midié la microdureza superficial del
esmalte. Los autores sostenian la hipétesis de que el esmalte es mas
susceptible al desarrollo de caries cuando tiene una baja expresion del gen
AMELX, debido esto a que el procesamiento alternativo del transcrito
primario del ARN tiene diferentes variaciones de proteinas expresadas

durante la amelogénesis. Los resultados mostraron que los niveles bajos de
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expresién del gen AMELX resultan en un esmalte mas débil con una p<0.0001.
Este estudio sentdé una base para estudios de asociacién, proporcionando
evidencia de que la variacidén genética en los genes implicados en la
formacién del esmalte, se relacionan con alta experiencia de caries (A. Vieira
etal., 2015).

La principal limitacién de estos estudios de asociacién, es que no
aportan datos que apoyen un mecanismo claro de la influencia de la variacién
genética en la susceptibilidad a la desmineralizacién bajo condiciones acidas,
lo que seria relevante para la patogénesis de la caries dental y la erosién del
esmalte (A. Vieira et al., 2015).

Los resultados en cuanto a la correlacién de polimorfismos en el gen
AMELX vy la presencia de caries, son contradictorios. Por un lado se ha
demostrado que mutaciones en AMELX resultan en cambios discretos de la
microestructura del esmalte, lo que conlleva a nifios con un fenotipo grave de
caries, por otra parte, resulta en patrones de resistencia a ella (Santos et al.,
2007).

Sin embargo, todo parece depender de la poblacién en estudio, ya que
estudios hechos en adolescentes coreanos sugirieron que SNP's en los intrones
rs17878486, rs5933871 y rs5934997 de AMELX podrian estar asociados con la
susceptibilidad a la caries en poblacién coreana (Kang, Yoon, Lee, & Cho,
2011).

Por otra parte, en la Universidad Pierre et Marie Curie en Paris, Francia,

se secuenciaron los seis exones codificantes de AMELX, incluyendo los limites
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exon-intréon en 399 individuos, de los cuales 149 estaban libres de caries, y
250 con caries extensas, captados en nueve grupos de hospitales franceses.
Sin embargo, los analisis evolutivos y estadisticos demostraron que en la
poblacién francesa no se encontré una mutacién responsable de cambios
directos en la funcién de la amelogenina, en los siete SNP’s identificados, (Fig.
3), sugiriéndose que AMELX no es un gen candidato en la poblacién estudiada
(Gasse et al., 2013).

En esta misma linea, al secuenciar el gen AMELX en 70 nifios turcos, no
se admitié este gen como candidato a la susceptibilidad a la caries en esa
poblacién (Shimizu et al., 2012).

En el gen AMELX han sido identificados 162 SNPs, reportados en la base
de datos, algunos en regiones codificantes y otros no, por lo que no todos
pueden ser responsables de modificaciones en la funcién del gen mencionado
(Gasse et al., 2013).

a) Genotipo

El genotipo es la caracteristica particular del ADN para un gen
determinado, no se aprecia a simple vista. En relacién a esto, los homocigotos
(puros) son individuos cuyo gen situado en un mismo locus en cromosomas
homdélogos, contiene la misma variedad para determinado caracter en
particular. Y los heterocigotos (hibridos) son individuos cuyo gen situado en
un mismo locus en cromosomas homaélogos, contiene dos variaciones distintas

(alelos). Siendo el alelo, la forma alterna en la expresién que tiene un gen.
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El alelo mas frecuente, se denomina alelo silvestre (dominante, aunque
no siempre), y es responsable del fenotipo silvestre, se emplea como patrén
para comparar otras mutaciones que se producen en un locus especifico.

Por su parte, un alelo mutante tiene informacién genética modificada,
generalmente es especifica de un producto génico alterado.

Para ilustrar esto, se observan los casos de homocigotos silvestres, mutantes

y heterocigotos para los tres SNPs del gen AMELX, intrén 2 (Tabla II).

Tabla II. Genotipos de los SNPs en el intrén 2, locus Xp22.3-p22.1

SNP Alelo ancestral Homocigoto Homocigoto Heterocigoto
silvestre mutante
rs5933871 T TT cC CT
rs5934997 C CcC TT CT
rs17878486 T TT cC CT

Fuente: www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP recuperado el 2 de junio de 2015.

Debido a que el gen AMELX se encuentra en el cromosoma X, los
resultados deben ser estratificados por sexo, y los andlisis se pueden
perfeccionar al distinguir homocigotos de heterocigotos para el género
femenino (Gasse et al., 2013).

Ademas, se ha observado que en hembras heterocigotas las mutaciones
del gen AMELX, causan amelogénesis imperfecta, mostrando una inactivacién
aleatoria del gen y un patrén en mosaico de anormalidades en el esmalte

(Deeley et al., 2008).
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1.4 Metas de Salud Oral

Para el afio 2020 recomendados por la Federaciéon Dental Internacional
(FDI), la OMS vy la Asociacién Internacional de Investigacion Dental (IADR) se
plantean retos globales para quienes se encargan de la planeacién de los
programas en salud en todos los ambitos: nacional, regional y local (Hobdell,
Petersen, Clarkson, & Johnson, 2003).

En consecuencia, se ha determinado reducir el indice CPOD, teniendo
un maximo de tres dientes cariados para la poblacién escolar y la
conservacion de todas las piezas dentales en un 85% de los adolescentes de
18 afios. Para lo cual, se pondra mayor atencién en grupos de alto riesgo
dentro de la poblacién, para reducir el numero de piezas dentales extraidas
por caries en las edades de 18, 35-44, y de 65-74 aiios.

Se busca reducir la exposicidén a factores de riesgo, especialmente
aspectos dietéticos; continuar con los programas de cuidado de la salud oral,
llevar la atencién multidisciplinaria a todos los niveles socio-econdémicos y
fomentar la atencién temprana y oportuna (Hobdell et al., 2003).

Los programas de prevencion no deben ser dirigidos a poblaciones
definidas “en riesgo”, ya que el éxito en la comunidad se debera a una
planeacién dirigida a promover el consumo de sal y agua fluorada, asi como

del uso de pastas dentales con fluor (Brown, 2007).
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II. JUSTIFICACION

La caries es el principal problema de salud publica dental, por su elevada
morbilidad; por otra parte, la mayoria de estudios se enfocan en poblacién
infantil, con edades que oscilan de 6 a 15 afios, existiendo pocos datos
referentes a sujetos de mayor edad.

En un primer acercamiento para el estudio de este problema, en la poblacién
Michoacana se realizé en diferentes zonas de la ciudad de Morelia, un analisis
genético molecular a 516 aislados bacterianos, que se obtuvieron de un total
de 270 nifios, de ambos sexos, entre 1 y 12 afios de edad. Se encontré que
de los 516 aislados obtenidos, 12 pertenecieron a Streptococcus mutans. Los
resultados sugieren la posibilidad de que otros microorganismos o factores
estén mayormente implicados en el proceso carioso y que puedan ser el
comun denominador de la caries en esta poblaciéon (Lépez Torres, 2009).

En estudios recientes se ha hecho énfasis a la variabilidad genética presente
ono en el desarrollo de la caries, en poblaciones caucasicas, afro americanas
y brasilefias, entre otras. Sin embargo, en México y particularmente en el
estado de Michoacan, no se han realizado estudios donde se relacione la
enfermedad con la presencia de genes de susceptibilidad a ella.

La identificacién de los genes relacionados con la caries contribuira a elucidar
la etiologia de esta enfermedad y poder establecer estrategias preventivas y

de tratamiento mas eficaces (Wang et al., 2012).
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Apoyado en el espiritu del reporte del Programa de Desarrollo de las
Naciones Unidas: "Piense globalmente, actie localmente", y tomando en cuenta
que en cada poblacién hay diferencias en cuanto a los contextos politico,
socioecondémico, cultural y legislativo, las Metas de Salud Oral pretenden un
analisis previo de las condiciones de cada poblacién, con la intencién de que
en cada entidad (o gobierno) se analice la situacién que prevalece y los
recursos de los que se dispone para fijar metas propias, especificas, y reales
acordes a la problematica de cada regién (Hobdell et al., 2003).

En base a lo anterior, el propdsito del estudio sera conocer el estado de salud
bucal de los jévenes que ingresan al nivel superior de la UMSNH, e identificar
en estudiantes con caries, la presencia de genes de susceptibilidad a ella, y
con esto contribuir al desarrollo de estrategias para mejorar la salud oral de

la poblacién y alcanzar las metas globales establecidas por la OMS.
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III. HIPOTESIS DE TRABAJO

La presencia de polimorfismos en el gen AMELX que codifica para la ruta de
sintesis del esmalte dental, estan asociados con la susceptibilidad a caries en

estudiantes universitarios de Morelia.

IV. OBJETIVOS

4.1 General
= Identificar la asociacién entre los polimorfismos del gen AMELX vy la
presencia de caries en estudiantes de la Universidad Michoacana de

San Nicolas de Hidalgo.

4.2 Especificos
= Distinguir los factores moduladores de la caries en estudiantes
universitarios.
* Determinar los polimorfismos en el gen AMELX, asociados a una
susceptibilidad a la caries en la poblacién de estudio.
= Establecer la correlacién entre los datos clinicos y los polimorfismos

genéticos detectados.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En el siguiente organigrama se expone la manera en que se llevd
a cabo la estrategia experimental, asi como el orden y la secuencia

de los diferentes pasos.

:ﬁﬂiﬁﬂtiﬁn de
Sujetos de
Investigacién
|
| |
Andlisis Analisis Genético
Epidemiolégico Molecular
|
I | | I I
. Exploracidn clinica Establecer Grupos I
E“T:]fu':‘trﬂﬂm Encuis;aé HLs Método visual- Estudio (Indice M e
o tactil (OMS) CPQ-D) sangre
I I I
| -
Recopilacidn y Amplificacion y
anallsis datos SECUENCIACion
clinleos ;ﬂg. Gen AMELX
clinicosy  ———  bicinformatice
polimarfismos. Busqueda de SNPs

Fig.3 Organigrama de la estrategia experimental seguida durante el

proyecto de investigacién.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Es un estudio de tipo transversal, descriptivo, abierto y observacional.
6.2 Muestreo

6.2.1 Universo de Estudio

Quedé integrado por estudiantes de nivel superior de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Las muestras fueron
obtenidas en la ciudad de Morelia, de personas que vienen de diferentes
partes del estado de Michoacan a estudiar en la UMSNH, por lo que podria

considerarse representativa de la poblacién.
6.2.2 Tamafio de la muestra

Se realiz6 un muestreo por disponibilidad y conveniencia;
incluyéndose a todos aquellos sujetos que reunieron las condiciones
necesarias. Esto durante el primer semestre de la investigaciéon o al obtener
un minimo de 100 muestras. Por ser un estudio de tipo clinico, se considerd

un nivel de sensibilidad de 95% con un margen de error del 5%.
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6.3 Criterios de seleccién
a) Criterios de Inclusién
o Sujetos inscritos en la UMSNH.
o Sujetos de ambos sexos.
o Sujetos mayores de 18 afios de edad.
o Sujetos que hayan firmado su consentimiento informado.

o Sujeto con el expediente completo.

b) Criterios de no inclusién
o Sujetos no estudiantes de la UMSNH.
o Sujetos menores de 18 afios de edad.

o Sujetos que no hayan firmado la carta de consentimiento

informado.

c) Criterios de eliminacién
o Sujetos que no tengan debidamente integrado su expediente.
o Sujetos que no finalizaron la etapa de muestreo.

o Sujetos que decidieron por voluntad propia dejar de participar
en el estudio, con la correspondiente Carta de revocacién de

consentimiento (Anexo E).

Julieta de la Vega Calderén 37



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios 2015

6.4 Consideraciones Eticas y Bioéticas

Este proyecto se llevé a cabo bajo los principios éticos y bioéticos para
la Investigacion en seres humanos de la Declaracién de Helsinki de la
Asociacién Médica Mundial (WMA, 2000), del Informe Belmont, asi como del
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacién para la
Salud, en su Titulo Quinto, Capitulo Unico, Articulo 100; en base a esta se

considera una investigacién de riesgo minimo.

Ademas se aplicé la Reglamentacién, Mision y Visiéon de las Facultades
de Odontologia y Medicina de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo, en relacion a la Investigacién; y a pesar de que este estudio no
implicé mayores riesgos para los sujetos de investigacidén, se consideraron
todas las posibles eventualidades en el Consentimiento Informado (Anexo A).
Se solicitd y se obtuvo la autorizaciéon al Comité de Bioética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
(UMSNH), para poder obtener datos clinicos y la muestra sanguinea de los
estudiantes que acudian a realizarse el examen dental.

En este proyecto de investigacion para obtener la Titulacién por Tesis,
la Candidata a Maestra en Ciencias de la Salud Julieta de la Vega Calderén,
fue la responsable de la recolecciéon de informacién clinica, el llenado de
formatos, manejo de los datos, obtencién y tratamiento de las muestras, asi

como del manejo final de los resultados.
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La informacién obtenida se tratdé con absoluta confidencialidad,
conforme a la Ley Federal de Proteccién de Datos personales en Posesion 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 Facultad
de Odontologia, se procedié a realizar el llenado de encuestas y la
exploracién clinica, asi como obtener la muestra sanguinea de los estudiantes
que acudieron a realizarse el examen dental en el area de Servicio Social de

dicha institucién, dependiente de la UMSNH.

Previo a  cualquier tipo de contacto y exploracién del sujeto de
investigacion, se solicité el Consentimiento Informado de los mismos (Anexo
A).

Se aplicé una Historia Clinica Estomatoloégica (Anexo B) y encuestas
para determinar el indice de piezas cariadas, perdidas u obturadas (CPO-D),
la higiene bucodental, las medidas dietéticas, el uso o no de auxiliares de la
higiene bucal en sus diferentes modalidades, la frecuencia de atencién

odontolégica, asi como el estrato socioeconémico (Anexos C y D).

6.6 Exploracioén clinica dental.
Se utilizé el método visual-tactil, y mediante el uso de espejo dental

plano, nuimero 5 y sonda de exploracién recomendada por la OMS (Tannure
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et al., 2012). Se establecidé el indice CPO-D vy se integraron los grupos de
estudiode la siguiente manera: un grupo con bajo nivel de caries, CPO-D 0 a
1, nivel moderado de 1.1 a 3.9 y otro grupo con alto nivel de caries, CPO-D
mayor o igual de 4 (Tannure et al., 2012 o 2003). Para ello se emplearon los
criterios avalados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en cuanto a
nomenclatura de las piezas dentales, y se marcé en cada casilla la codificacién
correspondiente al estado de la pieza dental.

Se excluyé del estudio la valoracién de la tercera molar, la 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.

6.7 Obtencién de muestra sanguinea

Previa asepsia de las manos entre paciente y paciente, conforme a la
recomendacién del Centers for Disease Control and Prevention (CDC); la
muestra se obtuvo por puncién de una de las tres venas del pliegue del codo.
La sangre se colocdé en tubos de 5 mL con acido etilendiaminotetracético
(EDTA) como anticoagulante. Los tubos se almacenaron a 4° C, hasta su

procesamiento.

6.8 Extraccién de ADN
Se realizé de acuerdo ala técnica convencional de fenol-cloroformo, en

una cabina de bioseguridad LABCONCO Clase II.

Julieta de la Vega Calderén 40



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios 2015

Se tomaron aproximadamente 2 mL de la muestra sanguinea contenida
en el tubo con EDTA y se colocaron en un tubo con resina marca BD
Vacutainer. A la muestra en el tubo se le agregaron 2 mL de regulador de
lisis (Tris-HC1 100mM, pH 8.0, SDS 2%, NaCl 100mM, EDTA 50mM) y 1 mL de
fenol equilibrado a pH 8.0, posteriormente se agitaron en voértex durante 5
minutos y se centrifugaron durante 10 minutos a 5000xg. Del sobrenadante
obtenido en la fase acuosa, se tomaron alicuotas de 400 pL y se colocaron
microtubos de 1.5 mL. Este procedimiento del tratamiento con fenol se repitid

nuevamente.

El sobrenadante se transfirié a otro microtubo y el ADN se precipitd con

el mismo volumen de isopropanol frio incubando durante 30 minutos a -20° C.

Transcurrido ese tiempo, se centrifugd durante 10 min a 5000 xg, se desechd
el sobrenadante y la pastilla de ADN se lavé dos veces con 200 uL de etanol a
710%. Se dejé secar a temperatura ambiente, y se resuspendié en 30 uL de
agua desionizada esterilizada.

La integridad del ADN extraido fue evaluada mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (BrEt), (Sambrook et al,
2001). El gel se visualizé en un fotodocumentador Chemi Doc (Bio Rad®, USA).
El ADN extraido se cuantificé en un espectrofotémetro 2000c, marca Thermo

Scientific (NanoDrop®).
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6.9 Amplificacién del gen AMELX.

Las condiciones para amplificar una regién de 604 pb del gen AMELX
se modificaron de lo previamente reportado por Kang (2011). La reaccién de
PCR contenia 0.5 yM de cada uno de los iniciadores (Tabla III), 200 uM de
cada uno de los cuatro desoxinucleétidos (dATP, ACTP, dGTP, ATTP), 20 mM
de Tris-HCI (pH 8.2), 1.5 mM de MgClz, 1 U de Platinum® Taq DNA Polymerase
(InVitrogen, USA) y 50 ng de ADN, en un volumen total de 30 pL (Kumar et al.,
2008).

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador Palm
Cycler modelo CG1-96 (Corbett RESEARCH, USA), con el siguiente
programa: un ciclo a 94 °C durante 5 minutos seguido de 35 ciclos a 94 °C por
30 segundos, 64 °C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto con una extensién

final a 72°C por 7 minutos.

TABLA III. Secuencia de iniciadores para el fragmento del gen AMELX.

CLAVE LOCUS SECUENCIA 5’'— 3’ TAMANO DEL
ID FRAGMENTO
F: GCTAGCCAGACAGTTAAGAG
265 Xp22.3-22.1 604 pb
R: TGGCGAAGAAAGACCTTTGG

(Reportado por Kang, 2011).
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6.10 Analisis de las secuencias

Los productos de amplificaciéon obtenidos se enviaron a secuenciar a
ELIMBIOPHARM (USA), vy las secuencias obtenidas se compararon con las
secuencias depositadas en la base de datos del GenBank por medio del
algortimo Blastn. La presencia de polimorfismos se detectdé mediante
alineamientos multiples de secuencias, realizados tanto con el paquete Clustal
X versién 2.0 como con el programa CLC Sequence viewer 7.5.64. Las
secuencias fueron editadas con el programa Bioedit version 3.03.
6.11 Determinacién del genotipo

Las secuencias se examinaron en base a la observacion directa de los
diferentes picos presentes en cada cromatograma para determinar si existia
homocigosidad o heterocigosidad en cada una de las posibles variaciones en
la secuencia del segmento amplificado, y establecer asi el genotipo de

homocigoto silvestre, mutante o heterocigoto para cada SNP (Fig. 4).

GC‘.\{C‘ GCCMPNTGCANTIGCCAA
1125, 2078

Figura 4. Ejemplo de cromatogramas mostrando el caso de homocigotos CC,

homocigotos TT y heterocigotos.
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6.12 Analisis de los datos
6.12.1 Clasificacién de los resultados obtenidos

Los datos de las encuestas y los resultados moleculares se organizaron
y clasificaron de acuerdo al tipo de variable y su unidad de medida (Tabla IV).
a) Variables Demograficas: género, edad, lugar de origen, escolaridad

(facultad), nivel socioeconémico y emplazamiento geografico.

b) Variables Culturales: Frecuencia de cepillado bucal y de atencién
odontolégica, uso de auxiliares en la higiene bucodental, consumo de

golosinas, adicciones.

c) Variables Clinicas: Signos y sintomas de la ATM, estado de la denticién
(piezas cariadas, perdidas y obturadas), situacién de la mucosa oral,

opacidades/hipoplasia del esmalte y fluorosis.

d) Variables Moleculares: Genotipo y SNP.

Tabla IV. Descripcién de las variables de estudio.

Variable(s) Operacionalizaciéon | Tipo de variable Escala de medicion
de las variables (Unidades)
Variables demograficas
1. Género Historia clinica Cualitativa Nominal dicotémica
Estomatolégica (HCE)
2. Edad HCE Cuantitativa Continua o numeral
Grupos etarios de la OMS
3. Lugar de Origen HCE Cualitativa Nominal policotémica
4. Emplaza-miento HCE Cualitativa Nominal policotémica
geografico
5. Escolaridad HCE Cualitativa Nominal policotémica
(facultad)
6. Nivel socio Encuesta de Bronfman Cualitativa Ordinal (por puntos)
econdémico
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Variables culturales

1. Cepillado dental HCE Cualitativa Nominal policotémica,
independiente
2. Atencién HCE Cualitativa Ordinal, independiente
Odontolégica
3. Auxiliares de HCE Cualitativa Nominal dicotémica,
higiene bucal independiente
4, Consumo de HCE Cualitativa Nominal dicotémica,
golosinas independiente
5. Adicciones HCE
Variables clinicas
1. ATM Formulario OMS Cualitativa Nominal dicotémica,
dependiente
2. Estado de 1la Formulario OMS Cualitativa Nominal policotémica,
denticién dependiente
3. Mucosa oral Formulario OMS Cualitativa Nominal policotémica,
dependiente
4. Opacidad/ Formulario OMS Cualitativa Nominal policotémica,
Hipoplasia dependiente
Del esmalte
5. Fluorosis Formulario OMS Cualitativa Nominal policotémica,
dependiente
Variables moleculares
1. Genotipo | De acuerdo a lo observado Cualitativa Nominal dicotémica
en cada cromatograma independiente
2. SNP En base a las secuencias Cualitativa Nominal policotémica
depositadas en el GenBank independiente

6.12.2 Tratamiento estadistico

Los datos clinicos y genético-moleculares recolectados se vaciaron en

una base de datos elaborada ex profeso para ello. Para su analisis se empled

el programa SPSS para Windows en su versiéon 20.0; donde se empled analisis

de frecuencias y porcentajes de las diferentes variables, y para las

correlaciones epidemiolégicas y moleculares, la prueba Xi? de Pearson. La

significancia estadistica considerada para este estudio, fue P_valor < 0.05.
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a) Pruebas de normalidad de los datos

Para evaluar la normalidad de los datos se utilizé la Prueba de
Kolmogorov-Smirnov, recomendada para muestras mayores de 30 casos. Asi,
para evaluar los datos de nuestro estudio, se hizo la sumatoria de todos los
indices CPO-D de nuestra poblaciéon y se dividié entre el total de nuestran, y
asi obtener una variable de caracter cuantitativo.

fndice CPO-D = ¥ CPO-D individuales

N
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VII. RESULTADOS

7.1 Variables demograficas

Se muestrearon 125 individuos de investigacion, de los cuales uno fue
eliminado porque no acudié a la toma de muestra sanguinea. De los 124
restantes, el 62.1% fue del género femenino, y el 37.9% del masculino.

En cuanto a la edad, los sujetos se clasificaron de acuerdo a los grupos
etarios establecidos por la OMS (Fig. 5), encontrandose que la mayoria de los

estudiantes caian en los grupos de 15-19 y de 20-24 afios

Frecuencia

T T '
15-19 20-24 25-29 30-34 35 Y Mas
GRUFPO DE EDAD

Figura 5. Clasificacion de la poblacion estudiada en grupos etarios.
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Respecto al lugar de origen, el 79% de los individuos analizados fue del
Estado de Michoacan de Ocampo, De igual manera, los sujetos de
investigacién pertenecian a diferentes facultades dependientes de 1a UMSNH,
observandose mayor participacion de los alumnos de la Facultad de
Odontologia, con un 44.4%, seguido de los de la Facultad de Veterinaria con
un 17.7%;

el resto de estudiantes procedian de facultades de Medicina,

Enfermeria y Quimico farmaco biologia (Tabla V).

Tabla V. Procedencia de los participantes en el estudio.

LUGAR DE ORIGEN

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Michoacéan 98 79.0 79.0 79.0
Validos Otros Estados 23 18.5 18.5 97.6
Otro Pais 3 2.4 2.4 100.0

FACULTAD DE PROCEDENCIA

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Odontologia 55 44 .4 44 .4 44.4
Medicina 18 14.5 14.5 58.9
Validos Veterinaria 22 17.7 17.7 76.6
QFB 12 9.7 9.7 86.3
Otros 17 13.7 13.7 100.0

El nivel socioeconémico de los encuestados fue dividido de acuerdo a
la escala de Bronfman, tomando en cuenta factores como el piso de la vivienda,
disponibilidad de agua potable, disposicién de  excretas, nivel de
hacinamiento por habitacion y la escolaridad del jefe de familia. Asignandose

un valor de 2 puntos al nivel bueno, 1 punto al nivel regular y 0 puntos al nivel
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bajo. El 86% de los individuos pertenecia al nivel alto y resto al nivel medio,
lo que nos habla de la homogeneidad de la muestra.

Referente a los distintos emplazamientos geograficos de los que
provenian los participantes en el estudio, observamos que el 88.7% de ellos
pertenecian al area urbana, es decir, zonas de alta densidad demografica, y
no dedicadas a la actividad agricola; el resto se distribuyé en las zonas

periurbanas y rurales.

1.2 Variables Culturales

En este rubro observamos los porcentajes obtenidos en la frecuencia
de cepillado de los sujetos evaluados, donde la frecuencia alta se atribuyé a
los individuos que se cepillaban 3 o mas veces al dia las piezas dentales, la
frecuencia media a quienes solamente se cepillaban por la mafiana y por la
noche, y finalmente la frecuencia baja, para aquellos casos que reportaron
cepillarse una o ninguna vez al dia. Asi, en nuestra poblacién de estudio, la
mayor frecuencia de cepillado fue la media, con un 62.9% del total

encuestado.
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Referente al uso de auxiliares, como es el enjuague bucal y el hilo
dental, se encontré que el 45.2% de la poblacién de estudio no emplea ningun

auxiliar de higiene, y que un 34.7% que emplea solamente el enjuague (Fig.

6).

Frecuencia

Ambos Ninguno Hilo dental Enjuage
AUXILIARES

Figura 6. Representacién del uso de auxiliares de la higiene dental entre los
participantes en el estudio.

Asi también, se les cuestionod a los sujetos de estudio sobre el consumo
de golosinas, galletas o refrescos, entre comidas, encontrando que un 84.7%
si tiene dichos hébitos. En esta misma linea, al evaluar las adicciones entre los
encuestados, se observo que el 49.2% no manifestd tener ninguna, el 26.6%

toma alcohol, y el 14.5% consume tanto tabaco como alcohol (Tabla VI).
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Tabla VI. Frecuencia en el consumo de drogas.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos  Ninguna 61 49.2 49.2 49.2
Cigarro 12 9.7 9.7 58.9
Alcohol 33 26.6 26.6 85.5
Ambas 18 14.5 14.5 100.0
Total 124 100.0 100.0

En este mismo orden de ideas, se les pregunté la frecuencia con que
asistian a consulta odontolégica, manifestando el 61.3% de los sujetos de
investigacién, un nivel bajo en dicho sentido, es decir, no acuden a consulta
dental de forma preventiva, sino solo para atender alguna urgencia dental; a
diferencia de los que tienen una frecuencia alta, que van 2 o mas veces al afio

a revisién dental, con un 10.5% (Tabla VII).

Tabla VII. Frecuencia con la que acuden a la atencién dental los

participantes.
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos Alta 13 10.5 10.5 10.5
Regular 35 28.2 28.2 38.7
Baja 76 61.3 61.3 100.0
Total 124 100.0 100.0

7.3 Variables Clinicas

Después de las consideraciones anteriores, se encontré que en 73.4%

de la poblacién analizada no presentd signos ni sintomas de dafio en la
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articulacién témporo-mandibular (ATM) al momento de la exploracién.
Ademas, se evaluo el estado de la mucosa oral en cada sujeto de investigacién,
encontrando que el 97.6% tuvo una mucosa sana, sin presencia de gingivitis u

otra alteracion.

A los participantes en el estudio, se les revisé la cavidad oral, tomando
en cuenta hasta la segunda molar para determinar el nimero de piezas
dentales de los estudiantes, asi, se encontré que el maximo numero fue 28 y

el minimo fue de 24 dientes (Fig. 7).

Porcentaje

25

N° PIEZAS

Figura 7. Representacion del porcentaje de estudiantes con el diferente nimero de

piezas examinadas.

El esmalte dental, por ser elemento primordial en esta investigacién, se

evalué de manera exhaustiva, encontrandose que el 66.9% presentaba un
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esmalte normal, sin alteraciones en su estructura; un 17.7% tuvo opacidad
delimitada y 9.7% opacidad difusa, en base a los criterios establecidos en el

formulario de la OMS (Tabla VIII).

Tabla VIII. Estado del esmalte dental.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos Normal 83 66.9 66.9 66.9
Opacidad difusa 12 9.7 9.7 76.6
Opacidad delimitada 22 17.7 17.7 94.4
Hipoplasia 3 2.4 2.4 96.8
Opacidad e 4 3.2 3.2 100.0
hipoplasia
Total 124 100.0 100.0

En relacién con este ultimo, se evalud la presencia de fluorosis en el
maxilar superior, de primer premolar derecho a primer premolar izquierdo;
mostrando nuestra poblacién de estudio un 86.3% con un estado normal del
esmalte, a diferencia de un 12.1% de fluorosis discutible, en base a los

parametros establecidos por la OMS.

Referente al eje central de este proyecto, la caries dental, se obtuvo una
prevalencia de 71.8% en la poblacién de estudio, en contraposicién a un

28.2% con ausencia de esta enfermedad (Fig. 8).

Julieta de la Vega Calderén 53



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios 2015

Frecuencia

Figura 8. Representacion del nimero de piezas cariadas y sus frecuencias en los
evaluados.
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Cabe agregar que en cuanto a piezas dentales perdidas por el avance
de la caries, se encontré un 7.3%, y perdidas por otras causas, generalmente

traumatismos o tratamientos de ortodoncia, de 13.7% (Tabla IX).

Tabla IX. Numero de piezas perdidas.

POR CARIES
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos O 115 92.7 92.7 92.7
1 2 1.6 1.6 94.4
2 6 4.8 4.8 99.2
4 1 .8 .8 100.0
Total 124 100.0 100.0
OTRAS CAUSAS
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos O 107 86.3 86.3 86.3
1 3 2.4 2.4 88.7
2 5 4.0 4.0 92.7
3 1 .8 .8 93.5
4 8 6.5 6.5 100.0
Total 124 100.0 100.0
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Asi mismo, en los sujetos de estudio, se arrojé un resultado de 21.8%
con piezas dentales obturadas con caries recidivante, y el restante 78.2% de

individuos examinados con piezas obturadas sin presencia de caries (Fig. 9).

Porcentaje

{24194 |0 30865 |

OBTURADAS

Figura 9. Porcentaje de piezas obturadas con caries (1-8) y sin caries (0) en la
poblacidon de estudio.

7.4 Pruebas de normalidad de los datos

El grafico Cuantil-Cuantil (Q-Q plots) permite observar cuan cerca esta
la distribucién de un conjunto de datos a alguna distribucién ideal, es decir,
normal. En la figura 9 se observa que los datos obtenidos respecto al indice

CPO-D de la poblacién no son uniformes, y no estan dispersos a lo largo de la
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linea horizontal, mostrando los datos superiores muy por arriba de esta (Fig.

10).
Grafico O-Q normal sin tendencias de 1.CPOD_Pob.
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Figura 10. Representacion de la tendencia no normal en la distribucion de los datos
referentes al indice CPO-D de la poblaciéon evaluada.

Dado que los datos no siguieron una distribucién normal, se realizaron
las correlaciones clinicas pertinentes, en base a una prueba no paramétrica,

como lo es el analisis estadistico de X2 de Pearson (Chernoff & Lehmann, 1954).
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5 Z (observada; — teorica;)?
teorica;

7.5 Correlaciones epidemiolégicas
Al asociar el indice CPO-D con el género, encontramos que hay indices

mas altos en el femenino, que en el masculino (Fig. 11).

INDICE CPOD

] Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
EAlto (4 o mas)

Frecuencia

Masculino Femenino

GENERO

Figura 11. Asociacidon entre el indice CPO-D y el género en la poblacién de
estudio.
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Por otra parte, se observé que en el grupo de adultos jévenes, estan los
indices CPO-D mas altos, obteniendo una P_valor de 0.006 en este caso (Fig.

12).

INDICE CPOD

] Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

15-19 20-24 25-29 30-34 35 Y Mas
GRUPO DE EDAD

Figura 12. Relacion entre el indice CPO-D y los grupos etarios
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Asi mismo, se evalué el emplazamiento geografico de los alumnos

participantes en el estudio. Se observoé que en el urbano se presenta el indice CPO-

D més alto (Fig. 13).

iINDICE CPOD

O Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

Urbano Periurbano Rural
EMPLAZAMIENTO GEOGRAFICO

Figura 13. Relacion entre el indice CPO-D y el emplazamiento geografico de los
encuestados.
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Cabe agregar, que se asocié el indice CPO-D con el uso de auxiliares
de la higiene dental, observandose que en la poblacién de estudio, aquellos
individuos que no se apoyaban en el uso de enjuague bucal o hilo dental,

presentaron el indice CPO-D mas elevado (Fig. 14).

INDICE CPCOD

O Bajo (0-1)
B Moderade (1.1-3.9)
EAlto (4 o mas)

Frecuencia

Ambos Minguno Hilodental Enjuage
AUXILIARES

Figura 14. Correlacién entre el uso de auxiliares de higiene dental y el indice CPO-D
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En ese mismo sentido, al relacionar la frecuencia de cepillado dental
con el indice CPO-D, se obtuvo una mayor frecuencia en aquellos casos que se

cepillaban solamente dos veces al dia, por la mafiana y por la noche (Fig.15).

INDICE CPOD

O Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
ElAlto (4 o mas)

Frecuencia

Alta Media Baja
FRECUENCIA CEFPILLADO

Figura 15. Relacidn estadistica entre el indice CPO-D y la frecuencia de cepillado
dental.
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Otro aspecto importante y que se incluyé en la historia clinica
estomatoldgica, es la frecuencia con que acuden a su atencién odontolégica.
En este estudio, los que mencionaron que nunca han visitado a un odontélogo
o que acuden solamente en caso de dolor, presentaron el indice CPO-D mas

alto, con una P_valor de 0.044 (Fig. 16).

IMDICE CPOD

O Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

Buena Regular Mala
FRECUENCIA ATENCION
ODONTOLOGICA

Figura 16. Representacion de la relacion entre el indice CPO-D y la frecuencia de
atencion odontolégica.
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En el orden de las ideas anteriores, se relaciondé la frecuencia de
atencion odontoldgica, tanto con el género como con la frecuencia de
cepillado dental, encontrandose en el primer caso, que el género femenino es
el menos asiduo a la revisiéon odontolégica. Asi mismo, aquellos sujetos que
reportaron cepillarse las piezas dentales dos veces al dia, coincidentemente

no han acudido a consulta dental en el ultimo afio, o nunca (Figs. 17 y 18).

FRECUENCIA
ATENCION
ODONTOLOGICA

ClBuena
B RrRegular
B mala

Frecuencia

Masculino Femenino
GENERO

Figura 17. Asociacion entre la frecuencia de atencion odontolégica y el género.
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FRECUENCIA
ATENCION
ODONTOLOGICA

] Buena
B Regular
E mala

Frecuencia

Alta Media Baja
FRECUENCIA CEPILLADO

Figura 18. Representacion de la asociacion entre la frecuencia de atencion
odontolégica y la frecuencia de cepillado dental.
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A los encuestados se les pregunté por el consumo entre comidas de
refresco, galletas o dulces, y el 84.67% respondié que si lo hacia, con el
consecuente resultado reflejado en el indice CPO-D alto, en base a los
criterios de la OMS (Fig. 19).

INDICE CPOD

[ Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

GOLOSINAS

Figura 19. Resultado de la asociacién entre el consumo de golosinas entre comidas y
el indice CPO-D.
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En este propésito, al relacionar el indice CPO-D con las adicciones,
observamos que el 29% de la poblacién examinada, a pesar de que reportaron
no tener adicciones, presentaron un indice CPO-D elevado, seguido de
quienes mencionaron consumir alcohol, en un porcentaje de 18.5% con un

indice CPO-D alto también (Fig. 20).

INDICE CPOD

O Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

Ninguna Cigarro  Alcohol Ambas

ADICCIONES

Figura 20. Asociacion del indice CPO-D y las adicciones. En todos los grupos, es alto
el indice.
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Ahora bien, se hizo la correlacién del nivel socioeconémico de los
evaluados y el indice CPO-D, exponiendo que el nivel alto, en base a los
criterios de Bronfman, también presenté el indice CPO-D mayor, en los sujetos

de estudio (Fig. 21).

INDICE CPCOD

O Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

Alto Medio
NIVEL SOCIOECONOMICO

Figura 21. Representacion de la relacion entre el indice CPO-D y el nivel
socioeconémico de los estudiantes participantes en el estudio. Se muestra que en el
nivel alto hay mayor indice de caries.
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Posteriormente, se correlaciono el lugar de origen de los participantes
con el indice CPO-D, encontrandose que este ultimo, fue alto en los diferentes
lugares de origen, guardando las proporciones en cada caso; asi, el porcentaje
mayor fue del estado de Michoacan (79.03%), 18.08% de otros estados; el

restante 2.94% de otros paises. En cada uno de ellos, el indice CPO-D mayor

se impuso (Fig. 22).

INDICE CPOD

] Bajo (0-1)
B Modarado (1.1-3.9)
B Alto (4 o0 mas)

Frecuencia

Michoacan Otros Estados Otro Pais
LUGAR DE ORIGEN

Figura 22. Asociacion entre el indice CPO-D y el lugar de origen.
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Asi mismo, se correlacioné el indice CPO-D con el estado del esmalte
de la poblaciéon de estudio, debido a la importancia de este factor en el
desarrollo de la enfermedad, exponiendo nuestro estudio, que en los casos de
esmalte normal, también se presentd la mayor presencia de caries dental (Fig.

23).

INDICE CPOD

[]Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
Bl Alto (4 o mas)

Frecuencia

Normal Opacidad Opacidad Hipoplasia Opacidad
difusa delimitada

e
hipoplasia

ESMALTE O/H

Figura 23. Relacion entre el estado del esmalte en los sujetos de investigacion y el

indice CPO-D en base a los criterios de la OMS.
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También, al asociar las diferentes facultades de las que provenian los
individuos incluidos en la investigacién, con el indice CPO-D, se encontr6 que
en la Facultad de Odontologia se presenté el indice CPO-D alto, es decir,

mayor a 4 caries, esto con una P_ valor de 0.002 (Fig. 24).

INDICE CPOD

] Bajo (0-1)
B Moderado (1.1-3.9)
B Alto (4 o mas)

Frecuencia

Figura 24. Relacion del indice CPO-D con las diferentes facultades de procedencia de
los evaluados. Se presenta el indice mas alto en la poblacion de la facultad de

Odontologia.
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Por otra parte, una correlaciéon interesante fue la del género con las
adicciones, obteniéndose una P_valor de 0.003 para el género femenino y
ninguna adiccién; seguido del consumo de tabaco y alcohol de manera

conjunta para el género masculino (Fig. 25).

GENERO

B Masculino
B Femenino

Frecuencia

Ninguna Cigarmo Alcohol Ambas
ADICCIONES

Figura 25. Asociacion entre el género y el consumo de adicciones entre los sujetos de

investigacién.
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En este mismo orden de ideas, se asocio el género con el consumo de
golosinas entre comidas. El resultado para los que reportaron si consumirlas,
fue del 53.22% para el género femenino, y el 31.45% para el masculino (Fig.

26).

GENERO

B Masculing
B Femenino

Frecuencia
Ja
]

GOLOSINAS

Figura 26. Relacion entre el género y el consumo de golosinas entre comidas,

mostrandose que el femenino presenta una mayor frecuencia en la ingesta.
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Cabe agregar que también se relacioné la frecuencia con que acuden
a su atencién odontoldgica con la facultad de procedencia; y los resultados
manifiestos, es que en todas las facultades hay una mala frecuencia, en base

a las proporciones, sin embargo es mayor esto en la Facultad de odontologia

(Fig. 27).

FRECUENCIA
ATENCION
ODONTOLOGICA

[JBuena
B Regular
E Mala

Frecuencia

Figura 27. Resultados de la asociaciéon entre la facultad de procedencia de los

participantes en el estudio y la frecuencia de atenciéon odontolégica.

Julieta de la Vega Calderén 74



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios 2015

Para concluir en la etapa epidemiolégica, se hizo la correlacién entre la
caries y la presencia de signos y/o sintomas en la ATM, mostrando que en
algunos casos si coincide la presencia de caries y la patologia en la
articulacién, y en contraparte, se observé la ausencia de molestias enla ATM,

y el indice CPO-D de 0 a 20 (Fig. 28).

| ATM
30 SIGNOS

Bl No
M si

207

Frecuencia

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 16 20
CARIES

Figura 28. Relacién entre trastornos de la ATM y la presencia de caries.
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7.6 Andlisis genético molecular

En base a los cromatogramas obtenidos por la secuenciacién, se
analizaron los picos y se evalud el genotipo presente en cada uno de los
diferentes polimorfismos, arrojando los resultados mostrados en las figuras

29,30y 31.

B Homocigoto CC M Homocigoto TT M Heterocigoto

Figura 29. Resultado del analisis del cromatograma. Se observan los diferentes

porcentajes para cada genotipo en el SNP rs5933871.
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rs5934997

B Homocigoto CC m Homocigoto TT m Heterocigoto

Figura 30. Resultado del andlisis del cromatograma. Se observan los diferentes

porcentajes para cada genotipo en el SNP rs59349917.
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rs17878486

® Homocigoto CC ® Homocigoto TT = Heterocigoto

Figura 31. Resultado del analisis del cromatograma. Se observan los diferentes

porcentajes para cada genotipo en el SNP rs17878486.
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A efectos del analisis anterior, se asocié el indice CPO-D con el SNP
rs5933871 en los diferentes genotipos. Se descubrié que en el caso de
homocigotos TT con indice CPO-D de cero, y en la asociacién de los heterocigotos
con indices CPO-D de 13 y 20, hay una asociacién positiva con una P_valor de

0.014 (Fig. 32).

IndiceCPOD

Frecuencia

1 mil IR L

Homocigoto CC Homocigoto TT Heterocigoto
rs5933871

Figura 32. Relacion del indice CPO-D y los genotipos para el SNP ¥rs5933871.
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En esta misma linea, los resultados de la asociacién entre el indice CPO-
D y los genotipos del polimorfismo rs5934997, se muestra enla figura 33, que
en el caso de homocigotos TT con indice CPO-D de cero, y en la asociacién de
los heterocigotos con indices CPO-D de 13 y 20, hay una asociacién positiva

con una P_valor de 0.014, como en el resultado anterior.

indiceCPOD

Ho
[ P
O3

129

B.—<

6—:

Frecuencia

2—|

L m | LN

Homocigoto CC Homocigoto TT Heterocigoto

rs5934997

Figura 33. Relacion del indice CPO-D y los genotipos para el SNP ¥s59349917.
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Referente a la correlaciéon del genotipo del SNP rs17878486 con el
indice CPO-D, no se obtuvieron valores significativos, sin embargo, es el que

mayor variabilidad presenté (Fig. 34).

indiceCPOD

105 i Cls

6—
M5

Frecuencia

) 1111

Homocigoto CC Homocigoto TT Heterocigoto
rs17878486

Figura 34. Resultados de la relacién entre los diferentes genotipos del SNP rs17878486

y el indice CPO-D.
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Ahora bien, otra asociacién relevante fue la del género con cada uno de
los diferentes genotipos de los tres SNP evaluados, y se obtuvo una P_valor
de 0.001 para el caso de los homocigotos CC para el género masculino y de

los heterocigotos con el género femenino (Figs. 35, 36 y 37).

GENERO

([l masculino
[]Femenino

60

Frecuencia
PN
(o]

20

Homocigoto CC Homocigoto TT Heterocigoto
rs5933871

Figura 35. Relacion entre el género y el genotipo para el SNP rs5933871.
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GENERO

(B masculino
[ IFemenino

Frecuenci

Homocigoto CCHomocigoto TT Heterocigoto
rs5934997

Figura 36. Relacién entre el género y el genotipo para el SNP rs5934997.
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Para esta asociacién, también se obtuvo una P_valor de 0.001 en el

caso de los homocigotos CC del género masculino (Fig. 37).

GENERO

B masculino
[l Femenino

Frecuencia

Homocigoto CC Homocigoto TT Heterocigoto
rsi17878486

Figura 37. Relacion respecto a los genotipos del SNP rs17878486 asociados al género.

Por ultimo, otra correlacién necesaria y la mas importante para nuestro
estudio, es la del indice CPO-D con los SNP, donde se obtuvo significancia
estadistica con una P_valor de .013; esto, para la asociacién del SNP

rs5933871 con los indices CPO-D de 13 y 20; con el SNP rs5934997 y los
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indices CPO-D de 9 y 14; con el SNP rs17878486 y el indice CPO-D de 15; asi
como para la presencia simultanea de los SNP rs5933871 y el rs5934997 con
indices CPO-D de 7. Al mismo tiempo que el indice CPO-D de cero y la

ausencia de polimorfismos (Fig. 38).

SNP

Bl rs5933871

Bl rs5934997
Clrs17878486

B Ninguno

Clrss5933871 y rs5934997

10—

Ll

a—
2 1b 14 4L 4% qa 45 4% 4T 45 =o
ITindiceCP O

Frecuencia

0=

Figura 38. Correlacion entre el indice CPO-D y los diferentes SNPs.

De manera adicional, se hizo un analisis de la frecuencia de genotipos
y de alelos para cada uno de los SNPs, y se compard con los resultados de

estudios ya realizados en otras poblaciones; esto, para determinar la
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proporcién en nuestra poblacién examinada, de individuos con un genotipo
concreto. Precisando asi, para el SNP rs5933871, la mayor frecuencia de

genotipo fue para el homocigoto TT, y para el alelo T (Tabla X).

Tabla X. Genética de poblaciones respecto a la frecuencia genotipica y

alélica para el SNP rs5933871.

SNP rs5933871

Especificaciones de la muestra Genotipo
Grupo Muestra Fuente C € T m C T
Individuzl L = = —
CEU 120 1G 0133 0150 0717 0.208 0.717
= O —
HCB 88 15 1000 1.000
—
IPT 83 1G 0.023 0.877 0.023 0.977
- I
YR 120 1G D500 0233 0267 0617 0383
e o
MEX 124 Estudio 0.0241 0.500 0.500
KR 120 Kang [2011) 0.033 0033 0517

[hapmap.nchinim.nih.gey, consultada 13 de mayo de 2015)

CEU: Ancestro europeo; HCB: Chinos, Beijing; JPT: Japoneses, Tokio;

YRI: Nigeria; MEX: Mexicanos, este estudio.
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Para el estudio de la frecuencia genotipica y alélica en el SNP
rs5934997, la mayor frecuencia de genotipo fue para el homocigoto TT y del

alelo T (Tabla XI).

Tabla XI. Genética de poblaciones respecto a la frecuencia genotipica y

alélica para el SNP rs5934997.

SNP rs5934997

Especificaciones de la muestra Genotipo

Grupe  Muestra  Fuente C CC CT T C T
Individual - — — —
HCE 72 1G 1000 1000
1PT 80 1G 0.025 0.975 0.025 0.975
YRI 108 1G 0.556 0259 01835 0.685 0.315
MEX 124 Estudio El 0.048 0.100 0.900
KR 120 Kang (2011) 0.033 0025 0342

wWariation View (NCBI, consulta 12 de mayo 2015)

HCB: Chinos, Beijing
JPT: Japoneses, Tokio YRI: Nigeria

MEX: Mexicanos, este estudio
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Finalmente, para el SNP rs17878486, la mayor frecuencia genotipica fue
para el homocigoto TT y para el alelo T, al igual que en los polimorfismos

anteriores (Tabla XII).

Tabla XII. Genética de poblaciones respecto a las frecuencias genotipicas y

alélicas para el SNP rs17878486.

SNP rs17878486

Especificaciones de la muestra Genotipo
Grupe  Muestra  Fuente C cC CT T C T
Individual
' Afroame- 80 AF 0.050 0.950
ricano e
| Caucasico 92 AF 0.270 0.730
MEX 124 Estudio 0048 0064 0888 0080 0,920
KR 120 Kang (2011) 0.026 0.974

Variation View [NCBI, consultadoe 12 de mayo 2015)

MEX: Mexicanos, este estudio

KR: Corea del Sur
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VIII. DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron estudiantes pertenecientes a la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Se les evalué la relacion
entre el estado de salud dental de los individuos de estudio con los
polimorfismos asociados a la predisposicién genética para padecer caries.

La caries dental es considerada como un grave problema de salud
publica, con impacto significativo en la calidad de vida. Causa dolor, y
conduce al ausentismo laboral y escolar, afectando ademas la autoestima del

individuo y sus relaciones sociales (Suga et al., 2014).

Es la enfermedad de la cavidad oral de mayor prevalencia, afectando
del 60 al 90% de nifios en etapa escolar y a la gran mayoria de adultos en los

paises industrializados (Suga et al., 2014).

Por lo anterior, el indice CPO-D es considerado el indicador
fundamental para establecer la prevalencia de caries dental en estudios
odontolégicos. Dicho indice esta actualmente aprobado por la OMS, y fue
empleado en este estudio también como punto de comparacién con estudios
epidemiolégicos de diferentes poblaciones, tanto de forma individual, como

para su correlacién con las diversas variables de estudio.

Asi, la prevalencia de caries dental es una medida primordial de la
salud bucal, y representa una guia de las perspectivas a largo plazo para una

denticién sana y funcional.
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La caries dental es la enfermedad infecciosa mas extendida en el
mundo, afecta del 60 al 90% de nifios en edad escolar, y al 85% de los adultos,
(Hobdell et al., 2003), y en ese orden de ideas, la Asociacion Dental Americana
(ADA) reporta que existe una prevalencia de caries a nivel mundial del 80 al

84% (Pitts, 2010).

En el 2013, el sistema de vigilancia epidemiolégica de patologias
bucales (SIVEPAB) encontré una prevalencia de 94.9% al verificar las 32
entidades de nuestro pais (Mejia et al., 2014). En ese mismo sentido, en
nuestro estudio, se obtuvo una prevalencia de caries del 71.8%, con un valor

minimo de cero y un maximo de 20; con una media de 3.75.

Al indice CPO-D calculado en el presente estudio se le aplicé el Test de
Kolmogorov-Smirnov, lo que permitié demostrar que éste no presentaba una
distribuciéon normal en la poblacién evaluada, mostrando valores mas altos

que bajos respecto a los criterios establecidos por la OMS.

De la misma forma, en el grafico cuantil-cuantil normal sin tendencias
se observé que dicho indice no sigue la trayectoria horizontal, debido a que
los valores estan dispersos en el limite superior; también, al revisar los datos
observados respecto a los valores esperados en la distribucién, tampoco
siguieron la alineacién diagonal, demostrando que no hubo normalidad en las

puntuaciones del indice CPO-D de la muestra poblacional.

Por ultimo, en el grafico de caja se sabe que mientras mas largos sean

los extremos, mayor variabilidad hay de los datos. La mediana de 0.29 £ 0.175
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se observé en asimetria positiva, por estar mas cerca del limite inferior de la
caja. Los que también muestra la distribucién no normal del indice CPO-D en
nuestra poblaciéon Asi la evaluacidén del indice CPO-D aqui reportado
mediante distintas herramientas estadisticas mostré su falta de distribucién

normal

Por lo anterior, para el andlisis de los datos epidemiolégicos generados
se decidi6é emplear estadistica descriptiva, asi como la prueba estadistica Xi?

de Pearson, por ser una prueba no paramétrica.

Dentro de los hallazgos de éste estudio se puede resaltar que, a pesar
de que los defectos del esmalte, como hipoplasias y opacidades, se han
relacionado en estudios previos con la presencia de caries dental, tanto en la
denticion temporal como en la permanente (Hidalgo, Duque de Estrada, &
Pérez, 2008); en la poblacién aqui analizada no se presenté una asociaciéon

significativa.

Por otra parte, en la muestra poblacional de 124 sujetos de éste trabajo
el rango de edad oscil6 entre 18 y 44 afios, con una media de 22 afios de edad.
Cumpliendo esta parte con el objetivo planteado, en cuanto a evaluar la
experiencia de caries en adultos jévenes, y poder establecer asi, un
panorama mas general en este grupo, considerado de riesgo y poco

abordado.

Con la finalidad de evaluar la salud dental en funcién de la edad se

dividié a la poblacién de estudio en grupos etarios conforme a los criterios
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establecidos por la OMS. Al realizar dicha estratificacién se observé que entre
mas joévenes los sujetos de investigacién se presenté un mayor el indice CPO-
D. Por otra parte, la incidencia de caries en la poblacién analizada fue
practicamente del 72%. Estos resultados son similares a los encontrados en
estudiantes de nivel bachillerato de la ciudad de Oaxaca, con una edad
promedio de 17 afios, enlos que se encontrd una prevalencia de caries de 97%
y un indice CPO-D promedio de 26.8 (Rivera et al., 2006).

Los valores de Oaxaca y Morelia se encuentran entre los mas altos
reportados para México para el grupo de edad analizado. Asi, el SIVEPAB
(2006), reporta que a la edad de 19 afios se observan indices CPO-D de 7.3
en promedio, aunque se coincide con este estudio en que en dicho grupo de
edad se presenta la mas alta presencia de caries.

De la misma forma, en estudiantes de Nayarit con edad promedio de
20.6 afios el indice CPO-D reportado fue de 8.45 (Aguilar-Orozco et al., 2009)
y en la ciudad de México una poblacién analizada con un promedio de 16 afios
presenté un valor promedio de 5 (de la Fuente- Hernandez et al., 2008).

En trabajos mas antiguos se ha reportado que en una poblacién que
incluyé varios estados con una edad promedio de aproximadamente 22 afios
el indice CPO-D fue de 9.21 (Maupomé et al., 1993).

Las razones por las cuales las ciudades de Morelia (éste estudio) y
Oaxaca (Rivera et al., 2006) presentan los indices CPO-D mas altos, con

respecto a otros reportes en poblacién de edad similar, en el resto del pais se
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desconocen, y es algo que seria interesante analizar con mayor detalle a
futuro.

Es importante destacar la importancia que tiene la conservaciéon de los
dientes para prevenir el edentulismo y preservar la calidad de vida de los
adultos, debido a que este problema se relaciona con otras complicaciones de
salud, entre las que se encuentran las de tipo nutricional (Lara, Delgadillo,
Morales, Gardufio, & Pulido, 2011).

La pérdida de piezas dentales repercute de forma negativa en la
estética y la funcién, asi como en la calidad de vida del paciente (Sambunjak
etal.,2011).

En ese sentido, el porcentaje de piezas perdidas por caries en los
sujetos de investigacion de éste trabajo fue de 7.3% vy el de piezas perdidas
por otras causas como traumatismos o tratamientos de ortodoncia, fue de
13.7%, para un total de 21%; mientras que el porcentaje de piezas dentales
obturadas fue de 21.8%.

Estos resultados son relativamente cercanos a los reportados para la
poblacién adulta en otras partes de México. Asi, en Nayarit se ha reportado un
porcentaje de 26% de dientes perdidos en la poblacién analizada (Aguilar-
Orozco et al., 2006) y en la ciudad de México valores del 31 al 34% entre los
afios 2003-2005 (de la Fuente- Hernandez et al., 2008).

Los participantes en éste estudio fueron de ambos géneros, con un
62.1% de participacién del femenino y el restante 37.9% del masculino. Al

asociar la variable de género con el indice CPO-D, encontramos que en el
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indice alto (mayor de 4) la prevalencia fue de 41.94% para el grupo femenino.
Existen reportes en los que se sugiere que los cambios fisiolégicos asociados
a eventos como la pubertad, menstruacion, embarazo y menopausia, generan
cambios bioquimicos en la composicién y en la cantidad de flujo salival,
provocando esto un medio ambiente oral mas cariogénico en las mujeres que

en los hombres (Lukacs & Largaespada, 2006).

De manera interesante, otros estudios en el pais realizados en
poblacién mayor de 16 afios de edad no han encontrado diferencias

significativas en el indice CPO-D en relacién al género (Rivera et al., 2006).

Por otra parte, el 79% de los participantes, eran del estado de

Michoacan, 18.5% de otros estados del pais y 2.4% de otro pais.

Este aspecto es interesante de comentar ya que la OMS menciona que
“existe una amplia documentacion sobre la variacién de perfiles de caries, en
grupos de poblacién diferentes” (Holmgren, 1997). Asi, en la poblacién aqui
estudiada, observamos que en el emplazamiento urbano se presenta tanto el
indice CPO-D alto, con una prevalencia de 59.68%, como el CPO-D moderado

con un 19.35%.

Segun se ha visto, la salud bucal puede usarse como un indicador
cuando se estudian las desigualdades en materia de salud (Medina-Solis et al.,
2006). En este estudio el 86.3% de los sujetos presentdé un nivel
socioecondémico alto, y el 13.7% un nivel medio, lo que indica una muestra

muy homogénea en ese sentido.
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En este propodsito, se ha asociado el bajo nivel socioecondémico
directamente con los habitos de higiene y la dieta. Sin embargo, en éste
trabajo ese encontré que los individuos con un nivel socioeconémico mas alto,
de acuerdo a la escala de Bronfman empleada, fueron los que presentaron un
indice de caries mayor, lo que sugiere que en la poblacién analizada la falta

de cultura odontolégica no se asocia al poder adquisitivo.

No son muchos los estudios realizados en México en los que se evalian
los factores socioecondémicos en relacién al desarrollo de caries, y no existe

un reporte en ese sentido en una poblacién de la edad aqui analizada.

En poblacién infantil menor a los 9 afios se ha documentado una
asociacion estadisticamente significativa entre un bajo nivel socioeconémico
y la presencia y severidad de caries en Campeche (Segovia-Villanueva,
Estrella, Medina, & Mapoumé, 2004) y Navolato, Sinaloa (Villalobos-Rodelo

et al., 2007).

Los datos del presente trabajo sugieren que en el pais el bajo poder
adquisitivo pierde relevancia como factor de salud oral a edades mas
avanzadas, aunque es necesario realizar analisis mas profundos sobre una
poblacién mas amplia de Morelia y de Michoacan, para poder confirmar dicha

aseveracion.

Al realizar un analisis de correlacidén entre las diferentes facultades de
las que provenian los individuos incluidos en la investigacién con el indice

CPO-D, se encontré que en la Facultad de Odontologia se presenté el indice
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CPO-D alto, es decir, mayor a 4.. Esto puede deberse a que el 36.28% de los
encuestados son alumnos de primer afio en esa Facultad, este dato confirma la
necesidad expresada (Solérzano Arévalo, Rocha Navarro, & Lepe Zufiiga,
2007) “a menor grado escolar en estudiantes de odontologia, menor
conocimiento preventivo”. Es esencial mejorar la ensefianza de la prevencién
dental y la salud oral de la poblacién, como un preludio al cambio esperado

(Brown, 2007).

En base a la literatura, el no emplear auxiliares de la higiene, como el
enjuague bucal y el hilo dental, va a favorecer la desmineralizacién y la
presencia de caries (Berglund & Small, 1990); esto fue confirmado en nuestro
estudio, donde se mostré mayor indice CPO-D en quienes no se apoyan en

ellos, con una frecuencia de 36.29% de la poblacién evaluada.

En igual forma, la frecuencia del cepillado dental asi como la calidad,
influyen en el indice CPO-D (Pita et al., 2009). Los estudiantes de las diversas
facultades mencionaron cepillarse los dientes con una frecuencia media y

mostraron un alto indice de caries.

En la misma linea, quienes reportaron una frecuencia mayor de
cepillado, tres o mas veces al dia, también mostraron un indice CPO-D alto; lo
que sugiere que la técnica de cepillado no es la correcta, o que el tiempo que
dedican a esta practica no es el suficiente para eliminar la placa

dentobacteriana.
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Segun se ha reportado, es mas importante la minuciosidad y el tiempo
que se dedica al cepillado, que la técnica empleada (Mifiana & Previnfad.,

2011).

Se encontrd consistente la asociacion entre la presencia de caries y la
ingesta de golosinas, en los participantes del estudio, donde la prevalencia de
sujetos con indice alto y que consumian golosinas fue de 58.87%, también en
concordancia con lo ampliamente reportado (Almerich & Montiel, 2004). En
este tenor, la secuencia y frecuencia de consumo estan muy ligadas a la
incidencia de caries, siendo que el consumo de azucares entre comidas

representa la mayor peligrosidad en la incidencia de caries.

Por ello, la frecuencia de la ingesta de alimentos cariogénicos sobre
todo entre comidas, tiene una fuerte relacién con el riesgo de caries, pues
favorece cambios en el pH, lo que incrementa la probabilidad de

desmineralizacion del esmalte (Gonzalez, Gonzalez, & Gonzalez, 2013).

En funciéon de lo anterior se hizo la correlacién del género con el
consumo de golosinas, mostrando que el 53.22% perteneciente al género
femenino, si consumen golosinas, sumandose esto a la tendencia de mayor

prevalencia de caries en mujeres, en la muestra poblacional analizada.

Nuestros resultados mostraron que aquellos que mencionaron no tener
adicciones, tenian un indice alto de caries, por lo que no hay coincidencia con
lo reportado en la literatura referente a que ‘“la patologia dental esta

directamente relacionada con el consumo activo de drogas” (Molendijk,
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Horst, Kasbergen, Truin, & Mulder, 1996). Sin embargo, hubo una asociacién
significativa del género femenino y ninguna adiccién, asi como del género

masculino con el consumo tanto de tabaco como de alcohol (P_valor de 0.003).

Las causas primarias de las patologias de cavidad oral son variadas,
pero encuentran su origen principalmente en las marcadas desigualdades que
persisten en el acceso a la atencién odontolégica (Glick, 2011), y
corroborando esto en nuestro estudio, la historia de caries de cada sujeto de
investigacién, esta en intima relaciéon con la mala o nula frecuencia con que

acuden con el odontdélogo, con una P_valor de 0.044.

En ese mismo sentido, se asocio la frecuencia de atencién odontolégica
con el género y con la frecuencia de cepillado dental; encontrandose que
tanto el género masculino como el femenino, acuden a consulta dental de
manera poco frecuente, es decir, a menos que exista dolor en alguna pieza

dental.

Con referencia al cepillado dental, en los grupos de alta, media y baja
frecuencia, todos manifestaron mala asistencia a la consulta odontolégica. Las
personas terminan acudiendo a la revisién dental principalmente por el dolor
que se produce por el proceso de destruccién del diente, debido a la caries
en estado avanzado, lo que frecuentemente requiere de la extraccién
dentaria. Esto refleja la utilidad del indice CPO-D para evaluar la frecuencia,

y sobre todo las necesidades de atencion bucodental (Lara et al., 2011).
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En este proyecto no se encontré relacién directa con la presencia de
caries, de piezas obturadas y la ausencia de algunas piezas dentales, con la
existencia de signos y sintomas de la articulacién témporo mandibular, a
diferencia de reportes previos en la literatura (Martinez-Brito et al., 2009), por

lo que no se coincide con reportes preliminares.

En la literatura se han analizado diferentes regiones genéticas con la
finalidad de encontrar marcadores asociados al desarrollo de caries dental
(Deeley et al., 2008); (Gasse et al., 2013). Por lo anterior, en el presente trabajo
se decidié utilizar una de las regiones genéticas en las que se han encontrado
resultados positivos (Kang et al., 2011). Ademas se buscé correlacionar los

polimorfismos del gen analizado con los datos epidemiolégicos generados.

La caracterizacién genética de la poblacién de estudio mostré que tanto
para el SNP rs5933871 como para el rs5934997 el genotipo homocigoto TT
presentd una frecuencia de 83% (0.83), el heterocigoto 12% (0.12) y el
homocigoto de CC 5% (0.05). Para el SNP rs17878486 el andlisis mostré un

89% de homocigotos TT, un 6% de heterocigotos y un 5% de homocigotos CC.

Las frecuencias de genotipos para el SNP rs5933871 aqui encontradas
son similares a las reportadas para poblacién europea con 0.717,0.150 y 0.133
para los genotipos TT, CT y CC, respectivamente (Kang et al., 2011). Estos
valores contrastan con las frecuencias de cada genotipo encontradas en otras

regiones del mundo. En particular las poblaciones asiaticas muestran
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frecuencias contrastantes con los datos europeos y los resultados del presente

trabajo.

Asi, para habitantes de China se ha documentado una frecuencia del
100% (1.00) del genotipo TT; mientras que en japoneses solo se han
documentado los genotipos CC (0.023) y TT (0.977), sin presencia de
heterocigotos (Kang et al., 2011). Para el caso de Corea del Sur, las
frecuencias de los genotipos CC, CT y TT son 0.033, 0.033 y 0.917,
respectivamente. Por ultimo, las poblaciones del Africa subsahariana
muestran una distribucién mas homogénea de los tres genotipos, con
frecuencias de 0.500, 0.233 y 0.267 para CC, CT and TT, respectivamente

(Kang et al., 2011).

Enrelacion a la frecuencia de genotipos asociados al SNP rs5934997, los
valores reportados en este trabajo también difieren de los encontrado en
poblaciones de otras regiones geograficas. En el caso de Asia, China presenta
una frecuencia de 1.00 para el genotipo TT; los datos para Japén son de 0.025
y 0.975 para los genotipos CC y TT respectivamente; mientras que para Corea
del sur las frecuencias encontradas son de 0.033, 0.025 y 0.942 para CC,CTy
TT, respectivamente (Kang et al., 2011). Para la poblacién del Africa
subsahariana las frecuencias de los genotipos CC, CT and TT son 0.556, 0.259

y 0.185, concernientemente.

Para el caso del SNP rs17878486, no se encontrd en la literatura datos

de frecuencias de genotipos de otras poblaciones con los cuales comparar, ya
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que solo se tienen datos de alelos. Asi, para la poblacién afroamericana se
tienen frecuencias de 0.050 y 0.950 para los alelos C y T, respectivamente, los
cuales son similares a los encontrados en Corea del Sur 0.026 y 0.974 (Kang
etal., 2011). Estas frecuencias contrastan con los de la poblacién caucasica de

0.270 y 0.730 para C y T, mutuamente.

En los resultados del presente trabajo, tomando en cuenta tinicamente
los valores de los homocigotos, se tendria una frecuencia de alelos de 0.89 y
0.05 para T'y C, respectivamente. Ahora bien, si a cada homocigoto se le suma
la frecuencia de heterocigotos, los valores de frecuencia alélica serian de 0.95
(0.89 + 0.06) y 0.11 (0.05 + 0.06) para los alelos T y C, respectivamente. Asi,
en éste caso en particular los valores de frecuencia de la poblacién de México
(Morelia) son mas cercanos a los de la poblacién coreana y afroamericana,

que a los de la poblacién caucasica.

Estos resultados muestran claramente que existen diferencias significativas
asociadas a la distribucién de genotipos de los SNPs rs5933871, rs5934997 y
rs17878486 del gen AMELX entre distintos grupos étnicos; también es claro
que dependiendo del SNP, la poblacién de México (Morelia) puede estar mas

cerca de la poblacién europea o asiatica.

Hasta ahora, el unico estudio llevado en ese sentido en Latinoamérica
es el del presente trabajo, por lo que queda por determinar si la distribuciéon
de genotipos aqui encontrada se comparte con otros grupos étnicos de

Sudamérica.
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El indice CPO-D de cero mostré una asociacioén estadistica significativa
con los homocigotos TT para los SNPs rs5933871 y rs5934997. De la misma
forma, para ambos polimorfismos se encontré una asociacién positiva de los

heterocigotos con indices CPO-D de 13 y 20 (P_valor de 0.014).

Enrelacién al SNP rs17878486 y la asociacién de los distintos genotipos
con el indice CPO-D, se observé que en los homocigotos TT se presentd
mayor variedad en los indices, partiendo del cero hasta el veinte; sin
embargo, en este SNP no se obtuvieron valores de correlacién

estadisticamente significativos.

Los estudios en los que se ha intentado relacionar los SNPs aqui
analizados con la predisposicién genética al desarrollo de caries son

contrastantes.

Los SNP rs5933871 y 1rs5934997 han sido correlacionados con la
susceptibilidad a caries en poblacién coreana que estuvo expuesta al agua

fluorada durante su infancia (Kang et al., 2011).

En el presente trabajo es el primero en el que se encuentra que el
genotipo homocigoto TT para ambos SNPs correlaciona con baja
susceptibilidad a caries, mientras que el genotipo heterocigoto con alta

susceptibilidad.

El SNP rs17878486 ha sido asociado con el riesgo de padecer caries en

poblaciéon maya de Guatemala (Deeley et al., 2008) y nifios turcos (Patir et al.,
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2008); sin embargo, al igual que en el presente estudio, no se encontré dicha
asociaciéon en adolescentes y adultos coreanos (Kang et al., 2011), y nifios

franceses (Gasse et al., 2013).

Se ha documentado que algunas mutaciones y deleciones en el gen de
amelogenina pueden originar variantes de amelogenesis imperfecta ligadas
al cromosoma X (Urzua et al., 2005). Aunque tanto el cromosoma X como el Y
poseen alelos del gen de amelogenina, la secuencia de la proteina resultante
y los niveles de transcripcion difieren entre los genes de ambos cromosomas
(Ferraro y Vieira, 2010); particularmente en éste ultimo parametro los niveles
de transcrito del gen del cromosoma Y representan unicamente el 10% de los

niveles del gen en el cromosoma X (Ferraro & Vieira, 2010).

Es por esto que en el presente trabajo se buscaron relaciones entre los
genotipos de los polimorfismos del gen AMELX y el género. Los resultados
obtenidos mostraron asociacién entre los SNPs rs5933871 y rs5934997 y los
homocigotos CC para el género masculino y con los heterocigotos del género
femenino. En el caso del SNP rs17878486, este mostrd asociacién con los

homocigotos CC del género masculino.

Estudios previos en los que se ha buscado asociacién de éstos SNPs con
caries, no se ha evaluado la distribucién de genotipos con el género (Patir et
al., 2008; Kang et al., 2011; Gasse et al., 2013), algo que seria interesante de

analizar en futuros estudios en distintas regiones y grupos étnicos.
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Al revisar la localizacién de los polimorfismos analizados en este trabajo
se observé que estan ubicados en una regién llamada splice site o sitio de
empalme, que va de la posiciéon 11.261.595 a la 11.303.135 del gen AMELX.
Esto sugiere que uno de los posibles efectos de estos SNPs seria una alteracién
en el splice site que puede impedir la eliminacién del intrén durante el proceso
de maduracién del RNA mensajero (RNAm), generando un RNAm mas largo, y
por consecuencia una proteina de mayor tamafio que seguramente tendria

alterada su funcién.

No obstante, esto no excluye la posibilidad de que la proteina sea
funcional, pero con una eficiencia disminuida; ni tampoco de que al alterarse
los sitios de corte y empalme se generen diversos RNAm que lleven a la

traduccion de proteinas con funciones diversas e incluso antagoénicas.
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La presencia de polimorfismos en el gen AMELX esta asociada con la
susceptibilidad a caries en la poblacién analizada, por lo tanto, se
acepta la hipoétesis de trabajo (Hi) y se rechaza la hipétesis nula (Ho).
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X. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

» A pesar del numero importante de estudiantes del nivel superior de la
UMSNH, solamente se obtuvo una muestra por conveniencia de 124

sujetos.

» Por otra parte, no se tomaron radiografias con aleta mordible en los
sujetos de investigacidn, por lo que caries interproximales incipientes

pudieron pasar desapercibidas.
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XI. PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

» Es necesario analizar otros SNPs en regiones codificantes del AMELX,
asi como otras regiones genéticas asociadas a caries en la poblaciéon
de Michoacan, con la finalidad de evaluar de una manera mas robusta

la distribucién poblacional de los polimorfismos asociados a caries.

» La inclusién de un grupo de edad mdas amplio en una mayor muestra
poblacional permitiria conocer con mayor precisioén los riesgos de
desarrollar caries asociados a la edad y a distintos factores
socioecondémicos, lo que sin duda permitiria camparfias de salud oral

mas efectivas.

» El andlisis de variantes funcionales de éste y otros genes asociados a
caries permitiria generar hipdtesis sobre cémo el proceso de
denticién, y particularmente la mineralizacion del esmalte, pueden

influir en la susceptibilidad genética a la caries.
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ANEXO A. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del protocolo: POLIMORFISMOS EN EL GEN AMELX ASOCIADOS CON LA
SUSCEPTIBILIDAD A CARIES EN ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS

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

Sede donde se realizard el estudio: Laboratorio de genética molecular
microbiana. Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Meédicas y 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 absoluta libertad 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
pedira 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 nivel local 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.
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4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO.

En caso de aceptar participar en el estudio se le aplicara una encuesta donde se le
preguntard sobre usted, sus habitos de higiene y alimentacién, nivel socio
econémico y antecedentes odontolégicos y médicos.

Se hard una inspeccién de la cavidad oral, para establecer el numero de piezas
cariadas, perdidas y obturadas, con espejo y sonda de exploracién estériles.

Se le realizara toma de muestra de sangre (3 a 5 ml), con una jeringa estéril, a partir
de la vena de uno de los brazos.

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

Una vez extraida la muestra de sangre se colocarad un apésito sobre el lugar de
puncién, para facilitar la coagulacién.

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

Las muestras se llevaran al laboratorio para el proceso de analisis.

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.

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

Pudieran existir riesgos impredecibles que escapan al conocimiento del
investigador.

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

Los riesgos consecuentes al raspado de mucosa de cavidad oral son leves o nulos.
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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.
* No recibird remuneracién econémica por su participacion.

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

* La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada
paciente, serd 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
participacion en el estudio.

* Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigacién 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, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

(Derechos Reservados, Comisiones de Investigacion y Etica, Facultad de Medicina,
UNAM, 2007).
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1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

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 con fines 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 su representante):

He explicado al C. la naturaleza y los propésitos de la
investigacién, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacién y he contestado a las preguntas en la medida de lo posible. Acepto
que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacién
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 en poder del
paciente); (UNAM, 2007).
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ANEXO B

Historia clinica

estomatoloégica
Ficha de Fecha
identificacién Dia Mes Afio
1. Interrogatorio
Nombre Edad: Afios Meses
Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)
Género Masculino Femenino
Lugar y fecha de nacimiento
(Estado) (Ciudad) (Dia) (Mes) (Afio)
Ocupacién Escolaridad
Estado civil Domicilio: Calle
Nim. exterior Nim. interior Colonia
Estado Mpio.
Delegacién Teléfono Teléfono de oficina
Nombre del médico familiar Teléfono

Fecha y motivo de la ultima consulta médica odontolégica

Antecedentes patolégicos hereditarios

Padecimientos de familiares en linea directa

Madre

Padre

Hermano

Hijos

Esposo

€Y

Tios
Abuelos
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Antecedentes personales patolégicos

Enfermedades inflamatorias e infecciosas no trasmisibles
Enfermedades de trasmisién

sexual Enfermedades

degenerativas Enfermedades

neoplasicas Enfermedades

congénitas

Otras

Antecedentes personales no patolégicos

Habitos higiénicos: En el vestuario Corporales

Conqué frecuencia se lava los dientes Frec. De Atn. Dental

Utiliza auxiliares de higiene bucal: Si ( ) No ( ) Cudles

Consume golosinas u otro tipo de alimentos entre las comidas: Si( )No ( )

Grupo sanguineo Factor Rh Cuenta con Cartilla de vacunacién:Si () No ( )
Tiene el esquema completo:Si ( ) No ( )

Especifique cual falta
Adicciones Tabaco Alcohol Ambas Otras

Antecedentes alérgicos

Antibiéticos Analgésicos Anestésicos Alimentos
Especifique

Hasido hospitalizado Si ( ) No () Fecha

Motivo

Padecimiento actual

Interrogatorio por aparatos y sistemas

Aparato digestivo:

Disfagia, ndusea, vémito, diarrea crénica, pirosis, hematemesis, ictericia
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Aparato respiratorio:

Obstruccién nasal, tos, rinorrea, expectoracién, disnea, cianosis, epistaxis, hemoptisis

Aparato Cardiovascular:

Dolor precordial, fosfenos, lipotimia, taquicardia, bradicardia, hipotensién,
hipertensién, acufenos, disnea, cefalea, mareos

Aparato Genitourinario:

Incontinencia urinaria, dolor lumbar, disuria, hematuria, edema, nicturia, poliuria

Sistema endocrino:

Poliuria, polidipsia, polifagia, exoftalmos, hipertensién, nerviosismo,
temblores, insomnio, pérdida o aumento de peso, intolerancia al frio o calor

Sistema hematopoyético:

Hemorragia, epistaxis, hematuria, hematemesis, petequias, equimosis, adenopatias
Sistema nervioso:

Convulsiones, cefalea, lipotimia, parestesia, vértigo, temblor

Sistema musculoesquelético:

Deformidad articular, dolor articular, limitacién de movimiento
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Aparato tegumentario:

Cambio de color en piel, erupciones, prurito, hiperhidrosis, pérdida de pelo o vello,
cutis seco
Habitus exterior

Peso Talla Complexion
Signos vitales: Frecuencia cardiaca Tensién arterial Frecuencia respiratoria
Temperatura

Exploracion de cabeza y cuello

Cabeza: Exostosis Endostosis

Créaneo: Dolicocefalico Mesocefalico Braquicefalico
Cara: Asimetrias: Transversales Longitudinales
Perfil: Céncavo Convexo Recto
Piel: Normal Palida Cianética  Enrojecida

CONFORME NOM-168-SSA1-1998 DEL EXPEDIENTE CLINIO EN SUS NUMERALES
5.14,6.1 ALT7.2
Y LA NOM-013-SSA2-1994 PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE ENFERMEDADES BUCALES

EN SUS NUMERALES 8.3, 8.3.2, 8.3.3, 8.3.4, 8.3.5.

Julieta de la Vega Calderén 121



2015

Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios

ANEXO C

opensifal oy = §
EINGQ)pUBLW 8| A BIED B| Op SOUOTELIUNY SEBID = 8
{ojeno ‘Bzaqes) sopeynge sodqpuy soybuen = 4
lolEu 0 Jousdns SO S0] &P SEIEWOUY = §
|BJD JIOUED = §

(ugBuUBq BRIOg)
sEINgl ‘$eu0is0)a ‘seuamaweyu ‘sebe) ‘seeon = ¢

(8€) _|_ {EINUDOE 9D W 0F=) feg) _ _ HNED (seansiuoa)
BINGIPURL B] 8D EPLONPE: DEHIAOR SEINS|| ‘SBUOIS0IA *SUCIIBWENY 'SEIBTIN = £
(5g) D uoaedied jod 000 opensibel ay = opensibe oN = 6 {BlNqueg ‘sefaw ‘2uey)
opinbsEys R IS =) SEING)) ‘SBUOIS0IS 'SBLOEWEL| 'SEIB0|N = 2
(vE) _H_ ay =0 oN =0 (SBCERILANXS 0|jaND 'EZBOED)
SONDIS SYWOLNIS SEINSI) ‘SBUDIS0IE 'SBUOKEIWENY| 'SEIBIN = |
[BULOY [RIOBAXE oloadsy = O
HY T YAWOHOdWAL NOIDYTINIILHY ¥ 30 NOIDYATYAR TWHOWHLXI NIWYX3
VOINITD NOIDYNTVAS
15 = |
M = T oo st s BNy = ¢
oN =D augqiniad = Z (ve) D coe odnig
(e} oMo (g2) o o ol (ce)
.................................................................... SOARGA 8z D ojugIWEZE/dwa op o] D =1 = W oxe
NINYX3 T3 (&= 4"k = W) oxes
VHYd NOIOVDIONIVELNOD  (42) DH_QN_H oayeibost oyusiuezedws (el H_H_ {12) soye ua pepg
(o} D IS4
A (oz) _H_H_H_ LY usmweey sp eyag

(B2} D - =+ BIQUION
(sene S8y BsuBnbipu B esusnbjyredse) SOLYA SOHLO IYHINTD NOIDYWHOENI
is1) i _ is1) _ _ 9:_ _ i _ TE a_; | i &) ] _ i i _ fa E_ [
eidonyeuBuo JOpEUWEYT UDIDBZJILBR 8p QILWNN m_._u s ouy 0aue|g ua asalaq

................................................................................................................................... -

(£661) TVLINIQOINE ANTVS V1 3a NOIDVNIVAI 30 SWO OIMYINWHOL

122

Julieta de la Vega Calderén



2015

Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios

DEpS 9D SOUR G| 90 sRioudw ua opensBa) oy |

opensiba oN = §

opMpXD HURXES = X

(wiu §°1L ap OpIUE [9P B SPW JON) SPW O WW Z| = §
(ww g'L) 8p £ ww §'y Bp SOQUE BHUD FON) W (I6= E

LESE LE ORLY (unw g'g #p ogue @ A willay
{ea) (el EpUBQ B| Op JouSdns Gpw| (0 aque IoNlwwgs =g
(eubou mpueq
{za) (oo) ® o0 UuEp (30N SHFWSD-DIUBWED UOUN) WW ¥ = |
wwep=0
22/82 11 g1L

NOIOYMd 30 YOIou3d

epegsbal oN = &
epinpxg = g
BEUB = &
BpRIRRON = ¢
eiabn = g

eaby Aoy = 2
Sanosi] = |
jewuoy =g

(&) D

IVLNIA SISOHONTH

(gsh
(og)

‘DEp@ @p SOUR C| 3D Sauouaw ua opessifia oy |

opelisiiol oN = @
opMONe QUTIXES = X
(aqrsiaul

epuos g op eifieu epueg) sPW 0 W § op ESjog = .p

LESE |E 9%l

(zsh

l¥5)

L2092 L1 9L

)

(eyaspn ojuawmind
Epuos B 9p mibiou EpURY) WW G-p OD BHI0G =
onoR] = 2
gmeaeo:a_

ows =
{2d1) DIBVLININOD OJLLNQOAOIEId 3DI0N)

opeijsibo: oy = §

SOUDDRIDNE 50J) S = B
wiEdody 0 BENpp pepIedp =
wendodiy @ epepweap pepioedg = g

esnyp A epeywysp peppedy = §

S0I90)0p SORO = ¥

oy esedodiy = £
J_:e qg__asﬂ_sncnw

los)

[BudoN = 0

ﬁ.ﬂﬂ._ upELap PERERDD = |

|
v B2 &2 12 L1 €l

El ¥l sajueueLLad sajuai
ALTYNSE 130 VISYId0dIH/S3avaIDY40

opisiial o = §
AROUS/SURIDAAR BapI0R = §
opUBg o/h Qunp JRpeRd = L
enfiugy = 9

¥309 ¥ 8p 0f#NG = §

[Ba0q eSQONW = §

BOUNG = §

SOIQE = Z

SeEnspuo] = |

uopsuLEq Sfueg = 0
NOIDVZITVI01

opeisibie) oy = &

O (ojgieod 60 5 esanb)oedse) owowe g = @

Qss0Sgy = £

S|SEIPIPUR]) = §

epntie sjuezyoioey spmbug = g
(eogplung)) ‘eoupdiay 'esoye) BIBOIN =
ougd vanbi = ¢

Bisgjdoang] = g

{jEio sacues) oufigew jown] = |
jeuLoue opesa unfiuy = 0
ONHOLSYHL

IYHO ¥S0ONW

123

Julieta de la Vega Calderén



2015

Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios

opegsibal oN = 6

(sejuep soy sopo) ap udPNIENS) Eedwo sisMoud BUN Bp PERESIEN = §
BURUNgINW £ BUBYLN SISE10/0 8P UQIEUIGWOD BUN B0 PERIS2OON = E
BUBUNYINW 9180j0sd B0 pEp|SaJEN = 2
Bueyun ssaiod op pepsesay = |
BlESA00U 888)0id Bunbuly =

(g9t _HD (201)

opeisibai oN = §

Sjqsowa B0 BINPEILS] = §
Eued ezesod minpejuap £ sejuend sog = ¢
(esued ezpsed sinpRjue] = £

sjuand un Bp SPN = 2
suong = |
Eisalpud eunbuiy =

._“mm: _”.v.W._..v FLTIETIN ._..u_.._ﬁn-_.__ﬂ
Joue| Jousdng 81S310Hd 30 AYaISFIIN SIS3L0MHd 30 NOIDVNLIS
cpensbu oy = § opensiBa oy 6 8 = (1e1} (otr| ) cqualwem |
e gganbysedsa) (esmioy) owsyewnes| - 1 L
USSR B0 Gf PEpISE0EN = § ELBRONT {5t1) (oEL) ey
v manh| joadsa) 218! O (BUDIOD)
EIOUGETEE 0 P PEpISEoON = MK US aei g8 B = i621) | - i) PUDO)
ugRIERg = 9 suedwyEpany Bt LE OE SE PE EE € LE LY 2F Ev v OF OF [F BF
Bl e C [m2adss Butuod SLvLELZLL. BZBERYESE
A ednd w op opEpIND = ¢ "susnd ep suodog L i L))
PULIT| O OUOLISMABY = F EPRIMCO BING 4 = 9 4
oAROW Jonbjens Jod eumion = g DAL QIO
sejenpadns @inbena Jod ‘oppag - g - em) {p8) ouanel)
SBUOISINO SR O SO = 2 SSUED a0 Opegnsa)
[Epuadng uWonnGga BN = | oS “DpIped - ¥ 3 sl (28] IS
WS 6D UGDEIMAO = 4 SOUED UiS 'oPBIMGD £ E a
HOURD B BP UGIDUED £3UED L0 'OPRINIGD x 3 L {og) BUCIOD
#p SOPEPIND 'DAIUAARIY = 4 OPELED Lo g B2 JZ9Z2GZPEEZ 22 L2 LL 2L EL P GL 9L L1 BL
ounBuiN = ¢ BUOIBENES [ W 58 v9 E9 29 L9 L5 25 €5 ¥5 S5
OLNIINYLYLL NQIOVNLIS  Zeuwuoion  BucoD
saueuesad  souewud
sajuing SO)UDIg

| | |

UDIIE2g[IUGD) Bp QUOWNN

QIHYS303N OLNIINVLVHL A NOIDUN3O v 30 0avis3

124

Julieta de la Vega Calderén



2015

Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios

opensife of = 5
Is=1

oM =0
o8l D Bynsuy)

SYLON

{6LH) D e (gganbunadss) OLUDISRN OO0

opensibal oy = g g1l UIZaEIU| © 10[eg
aussEld = |

ajuasny = 2Lk _H

epla B BZeuswe anb ouwopsel |

YLINSNOD A YIONILSISY 30 Y.IVIOIWHI O¥AIS3IO3AN

gedwos apidsng = 2
apidsnones = |
(BN =

lousisodoiag
JEJOLU UKERN

{aL)) D

W Ug BNQIpuBll B 8p
Jous|ue pepuenGaL) BULIXER

nﬂ.:m :ED

sajuaip ap cuawnu (@ asanbipul (Jousju 8 salopedns SaRpxEW} sopipied seuEpauaid A SOUIUED 'SOMSIUN SIS

Wi U8 JEXEW |ap Jopaiue
pEpUEnbaL Bwxep

Wl ue [e2iueA W U8 Bngipuew g|
10USUE BU3IE BRIRIOKH ap IouauE upizisodiadng

CYTV I HE:_H_

upipeiedas woo souswbas soq = 2
upteiedas uod oewbas un = |
ugipeiedas Agy op = ()

S0MSI0U 50| 8D SoluawBes
WL UG BWEISE|] S0| UB ugOERdeg

HE:_H_ amL_H_

W ue Jousdns JejEEw
jBp Jousiue upmisodisdng

E:D

NOISNT20

sopeyide souewdes soQ
opeyide ouewbas up
ojuaiueyde g

Z
I
0

IZ0AISI0UN 0] ap sojuswhes
S0] Us ojusweydy

(831 D

OLNIIWYIOYdS3

(29h) (aak)

MNOIDILNIO
SITIVITV40LNIA SYAVHONY

125

Julieta de la Vega Calderén



Polimorfismos en el gen AMELX asociados a la susceptibilidad a caries en estudiantes universitarios

2015

ANEXO D. ENCUESTA DE NIVEL SOCIOECONOMICO DE BRONFMAN

Categoria
“El primer tipo de hipétesis
postula que las caracteristicas
socioecondémicas son las que dan
cuenta de las diferencias que se
encuentren en las variables de
resultado”. Mario Bronfman
Variable Bueno Regular Bajo
Valor= 2 puntos Valor=1 Valor=0
punto puntos
Piso de la vivienda Recubrimiento Cemento Tierra
() () )
Disponibilidad de agua potable Intradomiciliaria | Dentro del Hidrante
terreno o publico
( ) vecindario
() ()
Disposiciéon de excretas Drenaje Otros
) ()
Nivel de hacinamiento No hacinado Semihacinado | Hacinado
(personas por cuarto) (hasta 1.5 (1.5a3.5 B6y+)
persona ( personas)
) ) ()
Escolaridad del jefe(a) de familia | 7 y mas afios 4 a 6 afios Hasta 3
afios
¢ ) ¢ )
)
Suma
Total
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ANEXO E. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo: POLIMORFISMOS EN EL GEN AMELX ASOCIADOS CON LA
SUSCEPTIBILIDAD A CARIES EN ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS

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

Sede donde se realizara el estudio: Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas '"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 asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién
que se haya recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha

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

(UNAM, 2007).
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GLOSARIO DE TERMINOS
ADA: Asociacion Dental

Americana.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

Al: Amelogénesis imperfecta.

AMELX: Gen del cromosoma X,
que codifica para la proteina

amelogenina.

AMELY: Gen del cromosoma Y,
que codifica para la proteina

amelogenina.

AP-PCR: Reaccidén en cadena de la

Polimerasa con oligos arbitrarios.

ARN: Acido Ribonucleico.

ATM: Articulacién

témporomandibular.

CDC: Siglas en Inglés. Centro para

el control de enfermedades.

CO:a: Biéxido de carbono.

CPO-D: Indice de piezas dentales

cariadas, perdidas y obturadas.
dATP: Desoxiadenosina trifosfato.
dCTP: Desoxicitosina trifosfato.
dGTP: Desoxiguanosina trifosfato.
dTTP: Desoxitimina trifosfato.

EDTA: Acido

Etilendiaminotetraacético.

ENCD: Encuesta Nacional de

Caries Dental.

FDI: Federacién Dental

Internacional.

GWAS: Siglas en Inglés. Estudio se

asociacién del genoma completo.
HAp: Hidroxiapatita.
kDA: Kilodaltones.

ARNm: Acido ribonucleico

mensajero.
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HCI: Acido Clorhidrico.

IADR: Siglas en Inglés. Asociacién
Internacional de Investigacién

Dental.

INEGI: Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e

Informatica.
NaCl: Cloruro de sodio.

NCBI: National Center for

Biotechnology Information.

nm: nanémetro (millonésima parte

de un metro).

OMS: Organizacién Mundial de la

Salud.
OpSB: Optima salud bucal.

PCR: Siglas en Inglés. Reaccién en

cadena de la polimerasa.
pH: potencial Hidrégeno.

SDS: Siglas en Inglés.

Dodecilsulfato sédico.

SM: Streptococcus mutans.

SNP: Siglas en Inglés.
Polimorfismos de un solo

nucléotido.

SPSS: Siglas en Inglés. Statiscal

Package for Social Sciences.

UMNSH: Universidad Michoacana

de San Nicolas de Hidalgo.

UNAM: Universidad Nacional

Auténoma de México.

USA: Siglas en Inglés. Estados

Unidos de América.

WHO: Siglas en Inglés. World

Health Organization.
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