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RESUMEN

Introduccion: El estudio y la comprension de la transcricpion genética como el miARN
en patologias de alta prevalencia es de gran ayuda con el fin encontrar células diana de
alta sensibilidad para un manejo terapéutico especifico. Objetivo: El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la relacion de los cambios en la expresion de miARN
en pacientes sanos y con enfermedad periodontal (leve, moderada o avanzada) y en
presencia o ausencia de obesidad, mediante biopsias de tejido gingival. Materiales y
métodos: Se incluyd un total de 40 pacientes en un rango de edad entre 18 y 65 afios,
los cuales asistieron a la clinica del Posgrado de Periodoncia de la UANL, con el fin de
recibir tratamiento periodontal, y los cuales cumplian con los criterios de inclusion y
exclusion establecidos. La poblacion del estudio se dividié en 4 grupos, incluyendo 10
pacientes en cada uno: A: pacientes obesos con periodontitis cronica (IMC >30 kg/m?),
B: pacientes obesos sin enfermedad periodontal (IMC >30kg/m?), C: pacientes sin
obesidad con periodontitis cronica (IMC 18.50-24.99 kg/m®), D: pacientes sin obesidad
y periodontalmente sanos (IMC 18.50-24.9930 kg/m?) (Grupo control). Los patrones de
expresion de miARNs se valoraron con PCR en tiempo real (RT-PCR). Se utilizaron
bases de datos para identificar las dianas potenciales de relevancia de miARNs
expresados. Resultados: En presencia de enfermedad periodontal y obesidad, 39 de 41
miRNA se expresaron con un doblaje positivo. Dos especies de miRNA (hsa-miR-21-
5p y hsa-miR-7-5p) tivieron las regulaciones positivas mas altas, presentando también
una Unica regulacion negativa (miR-196b-5p) en pacientes con obesidad y sin
enfermedad periodontal. Conclusiones: Los miARN que se encontraron en ambas
enfermedades crdnicas, son aquellos que comparten vias de la inflamacion, que pueden
aumentar e incluso modificar la patogenia de ambas. Las especies de miARN
presentadas con regulacion positiva en enferedad periodontal, pueden conformar la lista
dorada de genes a utilizar como dianas, y asi ofrecer tratamiento gendmico con

resultados favorables y predecibles.
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ABSTRACT

Background: The study and comprehension of genetic transcription such as miRNA in
high prevalence pathologies can help us to find high sensitivity targets for a specific
therapeutic management. Objective: The aim of the present investigation was to
evaluate the relationship of changes in the expression of miRNA in healthy patients
with periodontal disease (mild, moderate or advanced) and in the presence or absence of
obesity, by means of biopsies of gingival tissue. Materials and methods: A total of 40
patients who ranged between 18 and 65 years old, who attended Posgrado de
Periodoncia UANL clinic to receive periodontal treatment and which met the criteria
inclusion and exclusion, were included. The study population was divided into 4 groups,
including 10 patients in each one: A: obese patients with chronic periodontitis (BMI>
30 kg/m®), B: obese patients without periodontal disease (BMI> 30kg / m?), C: patients
without obesity with chronic periodontitis (BMI 18.50-24.99 kg/m”), D: patients
without obesity and periodontally healthy (BMI 18.50-24.9930 kg/m”) (Control group).
The expression patterns of miRNAs were assessed with real-time PCR (RT-PCR). Data
bases were used to identify the potential targets of relevance of miRNAs expressed.
Results: In the presence of periodontal disease and obesity, 39 of 41 miRNAs were
expressed with a positive doubling. Two species of miRNA (hsa-miR-21-5p and hsa-
miR-7-5p) had the highest positive regulation, also presenting a single negative
regulation (miR-196b-5p) in patients with obesity and without periodontal disease.
Conclusions: The miRNAs found in both chronic diseases, are those that share
inflammation pathways, which can increase and even modify the pathogenesis of both.
The miRNA species presented with positive regulation in periodontal disease, can make
up the golden list of genes to be used as targets, and thus offer genomic treatment with

favorable and predictable results.
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1. INTRODUCCION

Los polimorfismos genéticos especificos se han asociado con una alta
susceptibilidad para aumentar de peso. Las expresiones de estos genes de riesgo
pueden estar influenciados por factores geneticos y su vez ambientales. Los factores
de transcripcion y los microRNA (miARN) son grandes reguladores del

homeostasis, modificados por el estado nutricional.

La evidencia ciencifica in vitro mas reciente en humanos, ha identificado
miRNAs especificos que se encuentran asociados y compartiendo las mismas vias
de expresion que la obesidad. Es posible que los miARN que son inducidos por el
estrés nutricional cronico que conduce a la obesidad, también puedan regular las
vias de inflamacidn en relacion a los tejidos periodontales y afecten directamente la

expresion de la misma.

La obesidad es un factor de riesgo establecido para la periodontitis, pero nuestra
comprension de como la obesidad modifica la patogénesis de la enfermedad
periodontal a nivel molecular es aun desconocida. Recientemente, algunas de estas
especies de miARN también se han identificado como posibles modificadores de las
vias inflamatorias. Por ejemplo, la inhibicion de miR-22 provocé la regulacion al
alza de PPARa y la proteina morfogenética 6sea 7 (BMP7), bloqued el proceso
inflamatorio a través de la inhibicion de IL-1B y promovi6é la reparacion en
condrocitos osteoartriticos. Actualmente, solo existe un estudio piloto en humanos
que indica ciertas especies de miARN que se expresan diferencialmente en tejidos
enfermos periodontalmente en presencia o ausencia de obesidad lo que modifico la

expresion de miARN.

La meta es encontrar los genes que se relacionan directamente con la inflamacion
o el metabolismo en la enfermedad periodontal, y usarlos como marcadores

terapéuticos en el tratamiento o prevencion de la enfermedad periodontal.



2. HIPOTESIS

Los niveles de expresion de microARN se mostraran aumentados en pacientes con
Obesidad y Enfermedad Periodontal, en comparaciéon con pacientes sin obesidad y

Enfermedad Periodontal.



3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL:
Evaluar la relacion de los cambios en la expresion de miARN en pacientes sanos y con

enfermedad periodontal (leve, moderada o avanzada) y en presencia o ausencia de

obesidad, mediante la recoleccion de biopsias de tejido gingival.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1 Diagnosticar Enfermedad Periodontal en pacientes clasificados con obesidad
(IMC >30kg/m?).

3.2.2 Obtener tejido del epitelio bucal y tejido conectivo para el procesamiento de

muestras de microARN, por medio de PCR.

3.2.3 Determinar los niveles de expresion de microARN en pacientes con obesidad y

enfermedad periodontal.

3.2.4 Determinar los niveles de expresion de microARN en pacientes con obesidad y

sin enfermedad periodontal.

3.2.5 Determinar los niveles de expresion de microARN en pacientes sin obesidad y

con enfermedad periodontal.

3.2.6 Determinar los niveles de expresion de microARN en pacientes sin obesidad y

sin enfermedad periodontal.

3.2.7 Comparar los niveles de microARN obtenido en cada uno de los grupos y

evaluar las diferencias entre ellos.



4. ANTECEDENTES

Las enfermedades bucales de mayor prevalencia, de acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) son la caries dental y la enfermedad periodontal; las de
frecuencia media son las anomalias craneo-faciales-dentales y maloclusiones; las de
frecuencia variable son la de cancer oral, alteraciones de los tejidos dentales,

traumatismos maxilofaciales y fluorosis dental (OMS et al, 2013).

Las enfermedades bucales, por su alta morbilidad se encuentran entre las cinco con
mayor demanda de atencion en los servicios de la salud del pais, situacion por la cual, se
condiciona el incremento en el ausentismo escolar y laboral, asi como la necesidad de
grandes gastos econdmicos que rebasan la capacidad del sistema de salud y de la misma

poblacion (WHO et al, 2014).

4.1 Descripcion de la Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal es una infeccion de origen bacteriano, que cursa con un
proceso inflamatorio de caracter cronico. Este proceso inflamatorio estd desencadenado
por un conjunto de bacterias periodontopatdogenas presentes en la cavidad oral. La
presencia de estas comunidades bacterianas, las cuales se encuentran adheridas a los
tejidos duros, como es el caso de los dientes, recibe el término de biopelicula (Costeron

IW et al, 1999) (Armitage GC et al, 2009).

Estudios clésicos, han puesto en evidencia por primera vez, que la acumulacion de las
bacterias en la superficie limpia de los dientes, induce una respuesta inflamatoria en los
tejidos gingivales asociados (Loe H ef al, 1965). Esta inflamacion local se mantiene
latente, mientras continte la presencia de la biopelicula. La eliminacién de la placa,
conduce a la desaparicion de los signos clinicos de la inflamacion. Por tanto, la
gingivitis es un estado clinico no destructivo de la enfermedad periodontal (Loe H et al,

1986) (Loe H et al, 1967).

En 1986 se llevo a cabo un estudio en una poblacion de trabajadores de una plantacion



de t¢ en Sri Lanka, en el cual, se observo una diferencia en la predisposicion de los
individuos a padecer enfermedad periodontal. Los trabajadores carecian por completo
de una adecuada higiene oral y, ademads, tampoco se habian preocupado por recibir un
correcto tratamiento dental. Por lo general, la poblacion presentaba acumulos de célculo
y placa dental extremadamente elevados. Los primeros estudios que se realizaron,
revelaron que la poblacion en general padecia una periodontitis severa a edades
tempranas. Pero cuando se examind la poblacion de forma minuciosa, se encontraron
tres formas distintas del estado de la enfermedad, los cuales se pudieron sistematizar en
tres grupos: A) individuos que desarrollaron minimamente la enfermedad (11% de la
poblacion), B) individuos que desarrollaron la enfermedad de forma generalizada y
severa (8% de la poblacion) y C) individuos que desarrollaron una periodontitis
moderada, similar a la forma clinica mas comun en los Estados Unidos (81% de la

poblacion) (Loe H et al, 1986).

4.1.1 Clasificacion de la Enfermedad Periodontal

La clasificacion de las enfermedades y condiciones periodontales se presentd y analizo
en el Taller Internacional para la Clasificacion de Enfermedades Periodontales en 1999,
organizado por la Academia Americana de Periodontologia (AAP) (Armitage GC et al,
1999) (Tabla 1).

I. Enfermedades gingivales
a. Enfermedades gingivales inducidas por placa

Il. Periodontitis crénica
a. Localizada
b. Generalizada

lll. Periodontitis agresiva
a. Localizada
b. Generalizada

IV. Periodontitis como manifestaciéon de enfermedades sistémicas
V. Enfermedades Periodontales Necrosantes

VI. Absceso del periodonto

VIIl. Malformaciones y lesiones congénitas o adquiridas

Tabla 1. Clasificacion de Enfermedades Periodontales (AAP, 1999).



4.1.2 Periodontitis Cronica

La periodontitis crénica, antes conocida como periodontitis del adulto, es la forma de
periodontitis mas prevalente. En general, se considera una enfermedad de progreso
lento, sin embargo, en presencia de factores sistémicos o ambientales que modifican la
respuesta del huésped a la acumulacion de la placa, como son la diabetes, el tabaquismo
o el estrés, el progreso de la enfermedad puede volverse mas agresivo (Armitage GC y
Robertson PB, 2009). A pesar de que la periodontitis cronica se observa con mayor
frecuencia en adultos, también se han presentado reportes en nifios y adolescentes como
respuesta a la acumulacion de placa y calculo. La periodontitis cronica se ha definido
como: “una enfermedad infecciosa que causa inflamacion dentro de los tejidos de
soporte dental, pérdida progresiva de la insercion y pérdida 6sea” (Socransky SS et al,

2005).
Principales caracteristicas clinicas y etioldgicas de la enfermedad:

1. Formacién de placa dentobacteriana.
2. Inflamacion periodontal.

3. Pérdida de insercion y hueso alveolar.
Caracteristicas Clinicas:

Los hallazgos clinicos caracteristicos en los pacientes con periodontitis cronica sin
tratamiento, pueden incluir, la acumulacion de placa supragingival y subgingival (con
frecuencia relacionada a la formacion de célculo), inflamacion gingival, formacion de
bolsas, pérdida de la insercion periodontal, pérdida del hueso alveolar y supuracion

ocasional (Armitage GC y Robertson PB, 2009)

La periodontitis cronica se considera como una enfermedad especifica de un sitio. Se
cree que los signos clinicos de la periodontitis cronica (inflamacién, formacion de
bolsas, pérdida de insercion y pérdida 6sea) son provocados por los efectos directos y
especificos de un sitio a la acumulacion subgingival de placa. Ademas de ser especifica

de un sitio, la periodontitis crénica se describe como localizada, cuando en pocos sitios



se muestra pérdida 6sea o de insercion, o generalizada, cuando muchos sitios alrededor

de los dientes se encuentran afectados (Armitage GC et al, 1999).

e Periodontitis localizada: Se considera localizada cuando menos del 30% de los
sitios valorados en la boca muestran pérdida dsea o de insercion.
e Periodontitis generalizada: Se considera generalizada cuando el 30% o mas de

los sitios valorados en la boca presentan pérdida 6sea o de insercion.
El patron de pérdida dsea observado en la periodontitis cronica puede ser:

e Vertical: cuando la pérdida 6sea o de insercion sobre una superficie dental es
mayor a la que se da en una superficie adyacente.
e Horizontal: cuando la pérdida 6sea o de insercion se da a una velocidad

uniforme en casi todas las superficies dentales.
La gravedad de la enfermedad puede clasificarse como leve, moderada o avanzada.

e Periodontitis leve: La destruccion periodontal suele considerarse leve cuando no
hay mas de 1-2 mm de pérdida de insercion clinica.

e Periodontitis moderada: La destruccion periodontal suele considerarse moderada
cuando no hay mas de 3-4 mm de pérdida de insercion clinica.

e Periodontitis avanzada: La destruccion periodontal se considera grave cuando

hay 5 mm o mas de pérdida de insercion clinica.

Los pacientes pueden darse cuenta de que tienen periodontitis cronica debido a que su
encia sangra cuando se cepillan los dientes o cuando comen, comienzan a notar que
presentan espacios entre sus dientes porque estos se mueven, o presentan movilidad
dental. Sin embargo, como la periodontitis crénica es indolora, es probable que los
pacientes no se den cuenta que la enfermedad se encuentra presente (Armitage GC ef al,

1999).

4.1.3 Prevalencia de la Enfermedad Periodontal

Los informes disponibles sobre prevalencia de enfermedad periodontal en el sector

salud de México corresponde a: SSA (Secretaria de Salubridad y Asistencia) 1982,



IMSS (Instituto Mexicana de Seguro Social) 1984, AMFEO (Asociacion Mexicana de
Facultades y Escuelas de Odontologia) 1994. Desgraciadamente éstos usaron los
denominados indices de dudosa validez, por ejemplo, SSA y el IMSS el indice
periodontal y la AMFEO el CPTIN (indice de Necesidad de Tratamiento Periodontal de
la Comunidad.) Actualmente, los estudios sobre prevalencia de periodontitis deben
emplear un indice que utilice un indicador valido, como el nivel de pérdida de insercion

y que so6lo califique para esta enfermedad.

El indice que cumple tales requisitos es el de severidad y extension (ISE) de Carlos y
cols (1986), quienes reportaron la severidad y extension de la periodontitis utilizando el
ISE el cual fue aplicado a 369 sujetos varones con un rango de edades entre 17 y 32
afios, sus resultados mostraron que el 22% de los sitios examinados evidenciaban
enfermedad, con un promedio de severidad de 1.48 mm de pérdida de insercidn por sitio

enfermo (Rojo Botello NR et al, 2011).

En México este indice fue utilizado por el Dr. Gustavo Jiménez y cols (1990), para
estimar el estado periodontal en sujetos adultos que acudieron a la clinica de admision
de la Division de Estudios de Postgrados e Investigacion de la UNAM. Se examinaron
349 sujetos en un rango de edad de 13 a 85 afios. La prevalencia fue del 67.2%, en
promedio la severidad fue de 2.29 mm y el porcentaje de extension de sitios afectados
fue del 55.70%. Se observaron diferencias significativas en cuanto a la prevalencia con
la edad y la escolaridad (p < 0.000, p < 0.05 respectivamente). Asi mismo, la severidad
y extensidon mostraron una correlacion positiva estadisticamente significativa con la
edad (p <0.000, p <0.000 respectivamente), los varones presentaron un mayor promedio
de severidad en comparacion con las mujeres (p = 0.038), referente a la escolaridad, se
demosrd que a mayor educacion menor severidad y extension de periodontitis (p <
0.009, p < 0.002 respectivamente); presentaron menor severidad los sujetos que recibian
un salario minimo mensual p=0.024; el estado civil y la ocupacién no presentaron

diferencias estadisticamente significativas ( Carlos JP et al, 1986).



4.2 Factores de riesgo para la Enfermedad Periodontal

Esta falta de regularidad en la prevalencia, distribucion y severidad de la periodontitis,
obligd a considerar la etiologia de la enfermedad como multifactorial. En ella se puede

encontrar un factor etioldgico, causal e ineludible en el desarrollo de la patologia, las

FACTORES DE RIESGO FACTORES DE RIESGO
BIOLOGICOS AMBIENTALES

ESPEC[FICAS
ENFERMEDADES _
\ P
HOSPEDADOR - m
| cenemica  Prad ¥ \

CAMBIOS
METABOLICOS

bacterias (Fig. 1).

CAMBIOS
ANATOMICOS

I‘

Figura 1. Factores que intervienen en la etiologia de la enfermedad periodontal.

Sin embargo, también existen otra serie de factores etioldgicos, denominados factores
de riesgo, entre los cuales se encuentran los bioldgicos. Estos, engloban a las
enfermedades sistémicas tales como enfermedades cardiovasculares, pulmonares,
diabetes, obesidad, enfermedades 6seas, embarazo, etc. Un tercer grupo de factores de
riesgo, son los basados en el comportamiento humano o ambiental, dentro de los cuales
se encuentran: la higiene oral, el estrés y/o el tabaco. Otros factores de riesgo son los
genéticos, de crucial importancia, los cuales se relacionan con la susceptibilidad del

individuo para desarrollar la enfermedad (Genco RJ et al, 2013).

Se ha demostrado ampliamente, que las bacterias tienen un papel etiologico primario en
la patogénesis de la periodontitis, participando en la formacion de la bolsa periodontal,
la destruccion del tejido conectivo y la reabsorcion del hueso alveolar. Sin embargo, ni

la cantidad, ni variedad de las especies, son capaces de ofrecer una explicacion a los



diferentes grados de severidad que presenta la periodontitis dentro de la poblacion.
Numerosos estudios han presentado una fuerte asociacién entre las &areas con
enfermedad periodontal destructiva y una mayor concentracion de ciertas especies

periodontopatogenas (Socransky SS et al, 2005) (Rodenburg JP ef al, 1990).
4.2.1 Factores Locales

Los factores locales son la acumulacion de la placa en los dientes o las superficies
gingivales en la unidon dentogingival, lo que se considera el agente primario en la
etiologia de la periodontitis cronica. La pérdida 6sea y de insercion se relacionan con un
aumento en la proporcion de microorganismos gramnegativos en la biopelicula de la
placa subgingival, con aumentos especificos en los microorganismos especificos que se
sabe son excepcionalmente patégenos y virulentos. Phorphyromonas gingivalis (antes
Bacteroides gingivalis), Tannerella forsythia y Treponema denticola, conocidas como

el complejo rojo (Socransky SS et al, 2005).

La identificacion y caracterizacion de estos y otros microorganismos patogénicos y su
relacion con la pérdida 6sea y de insercion, han llevado a la teoria especifica de la placa
para el desarrollo de la periodontitis cronica. Estd teoria afirma que una sola especie

patogénica es la causal de la enfermedad periodontal (Theilade E et al, 1986).

4.2.2 Factores Sistémicos

El indice de progreso de la periodontitis cronica inducida por placa por lo general se
considera lento. Sin embargo, cuando la periodontitis cronica se da en un paciente que
también tiene una enfermedad sistémica que tiene influencia en la efectividad de la
respuesta del huésped, el indice de destruccion periodontal puede aumentar de forma
significativa. Se ha incluido a la Obesidad como un factor de riesgo para muchas

enfermedades cronicas, como son la diabetes y la hipertension (Saito T et al, 2001).
En un estudio japonés (2001) se encontrdé que el riesgo de periodontitis por cada

incremento del 5% en la grasa corporal era de 1.3 (p=0.02) después de ajustarse a la

edad, género, estado de higiene bucal y los antecedentes de tabaquismo. Se ha evaluado
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a la obesidad como un factor de riesgo para la enfermedad periodontal de forma similar
a los factores ya mencionados, lo cual se ha confirmado a través de andlisis
multivariados y de estudios en modelos animales, asi como pocos estudios en humanos,

siendo estos de naturaleza transversal (Saito T et al, 2001).

4.2.3 Factores Genéticos

La periodontitis se considera una enfermedad multifactorial en la que se altera el
balance normal entre la placa microbiana y la respuesta del huésped. Esta alteracion,
como ya se describid, puede darse a través de cambios en la composicion de la palca,
cambios en la respuesta del huésped o influencias ambientales o conductuales. Se ha
hipotetizado que algunos genes pueden modificar la enfermedad periodontal (Genco RJ

etal,2013).

Aunque no se han descrito de forma clara los determinantes genéticos para los pacientes
con periodontitis cronica, existe una predisposicion genética a una degradacion
periodontal més agresiva como respuesta a la acumulacion de placa y calculo (Genco RJ

et al,2013).

Datos recientes indican que una variacion genética o polimorfismo en los genes que
codifican interleucina-1 (IL- 1a) e (IL-1pB), se relaciona con mayor frecuencia a una
forma mas agresiva de periodontitis cronica en sujetos originarios del norte de Europa

(Haffajee AD et al, 2009).

Estudios genéticos de la enfermedad periodontal tienen el potencial de dejar un mejor
entendimiento en la etiopatogenia de la enfermedad periodontal y su asociacion con

otras enfermedades cronicas humanas (Genco RJ et al, 2013).

4.3 Obesidad

Desde 1980, la obesidad se ha multiplicado en todo el mundo. En 2008, 1400 millones
de adultos (20 afios y mas) tenian sobrepeso. Dentro de este grupo, mas de 200 millones

de hombres y cerca de 300 millones de mujeres eran obesos. El 65% de la poblacion
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mundial vive en paises en donde el sobrepeso y la obesidad se cobran mas vidas
humanas que la insuficiencia ponderal. En 2010, alrededor de 40 millones de nifios

menores de cinco afios tenian sobrepeso (OMS et al, 2013).

En el 2012 la prevalencia de sobrepeso y obesidad (SyO) fue 71.3% (sobrepeso 38.8% y
obesidad 32.4%). La prevalencia de obesidad abdominal fue del 74.0%, siendo mayor
en mujeres (82.8%) que en hombres (64.5%). En los ultimos 12 afios se ha observado un
incremento promedio anualizado del 1.3%, siendo éste mayor en el periodo 2000-2006

(2.1%) que en el periodo 2006- 2012 (0.3%) (Barqueras S et al, 2013).

4.4 Sobrepeso y Obesidad

4.4.1 Obesidad morbida

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de

grasa que puede ser perjudicial para la salud.

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de la relacion entre el peso y la
talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los
adultos. Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su

talla en metros (kg/m?).
La definicion de la OMS es la siguiente:

e Un IMC igual o superior a 25 determina sobrepeso.

e Un IMC igual o superior a 30 determina obesidad.

El IMC proporciona la medida més 1til del sobrepeso y la obesidad en la poblacion,
puesto que es la misma para ambos sexos y para los adultos de todas las edades. Sin
embargo, hay que considerarla a titulo indicativo porque es posible que no se

corresponda con el mismo nivel de grosor en diferentes personas.

El sobrepero y la obesidad son el quinto factor principal de riesgo de defuncion en el
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mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2.8 millones de personas adultas a consecuencia
del sobrepeso o la obesidad. Ademas, el 44% de la carga de diabetes, el 23% de la carga
de cardiopatias isquémicas y entre el 7% y el 41% de la carga de algunos cénceres son

atribuibles al sobrepeso y la obesidad.

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre

calorias consumidas y gastadas.

Un IMC elevado es un importante factor de riesgo de enfermedades no transmisibles,

cComo:

e Enfermedades cardiovasculares (principalmente cardiopatias y accidentes
cerebrovasculares).

¢ Diabetes mellitus.

e Trastornos del aparato locomotor (en especial osteoartritis).

e Algunos canceres (endometrio, mama y célon).

El riesgo de contraer estas enfermedades no transmisibles crece con el aumento del IMC

(OMS et al, 2013).

La obesidad es un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares
ateroescleroticas y debido a su asociacion con la periodontitis, puede ser un potencial
confusor en la asociacion entre la periodontitis y mediadores pro inflamatorios como
interleucinas (IL-1B, IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF). Las enfermedades
periodontales pueden inducir un elevado estado inflamatorio crénico sistémico,
reflejado en un incremento en los niveles séricos de proteina C reactiva, interleucina-6 y
fibrindgeno observado frecuentemente en pacientes con periodontitis (D Aiut F et al,
2002) (Al-Zahrani MS et al, 2003) (Ylostalo P et al, 2008) (Saxlin T et al, 2010)
(Saxlin T et al, 2011).

4.5 Genética

La genética (del griego antiguo yevetikdg /guennetikos/, ‘genetivo’, y este de yéveoig

/guénesis/, ‘origen’) es el campo de la biologia que busca comprender la herencia
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bioldgica que se transmite de generacion en generacion (Henry GL et al, 2012). El
principal objetivo de estudio de la genética son los genes, formados por segmentos de
ADN (doble hélice) (Fig. 2) y ARN (una sola hélice) tras la transcripcion del ARN
mensajero, ARN ribosémico y ARN de transferencia, los cuales se sintetizan a partir del
ADN. El ADN, controla la estructura y el funcionamiento de cada célula, con la
capacidad de crear copias exactas de si mismos, tras un proceso llamado replicacion, en

el cudl el ADN se replica.

En las células, el ADN generalmente no se encuentra en una conformacion relajada, si

no en un estado no relajado, superenrollado y méas compacto (Sanchez AH et al, 2012).

chromosome

Figura 2. ADN doble hélice (Adaptacion de US Department of Energy Genomic

Science Program).

4.5.1 Cromosomas

Cromosoma (del griego ypopo, -tog chroma, color y cmpa, -t10§ soma, cuerpo o
elemento) se le llama a cada uno de los pequefios cuerpos en forma de bastoncillos en
que se organiza la cromatina del nucleo celular durante las divisiones celulares (mitosis
y meiosis). En las células eucariotas y en las arqueas (a diferencia de las bacterias), el
ADN siempre se encontrard en forma de cromatina, es decir, asociado fuertemente a
proteinas denominadas histonas. Este material se encuentra en el nucleo de las células

eucariotas y se visualiza como una marafia de hilos delgados.
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Cuando el nucleo celular comienza el proceso de division (cariocinesis), inicia un
fenomeno de condensacion progresivo que finaliza en la formacion de entidades
discretas e independientes: los cromosomas. Por lo tanto, cromatina y cromosoma son
dos aspectos morfologicamente distintos de una misma entidad celular (Sheridan WF et

al, 1969).

Se llama centrémero, constriccion primaria o central a la region mas estrecha del
cromosoma metafasico, por la que permanecen unidas las dos cromatidas hermanas. El
centromero delimita, ademas, los brazos cromdsomicos. Los brazos cortos, se designan

con la letra p y los brazos largos con la letra q (Sanchez AH et al, 2012).

Cada ser humano normal posee 23 pares de cromosomas, el genoma humano diploide:
22 pares de autosomas y par de cromosomas sexuales (XX para las mujeres y XY para
los hombres). De cada par, uno se hereda del padre y otro de la madre. Los cromosomas
muestran diferencias de tamafio y tienen series de bandas laterales caracteristicas (banda
G), cada cromosoma puede ser identificado por su tamafio y su patron de bandeado

caracteristico.

Cada cromosoma contiene molécula unica de acido desoxirribonucleico (ADN), muy
larga (Barros SP et al, 2014) (Fig. 3). EI1 ADN consiste en secuencias de nucledtidos
ligados quimicamente., contienen siempre una base nitrogenada. Existen cuatro bases
nitrogenadas adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). Las bases estan ligadas

a un azucar (2-desoxirribosa) donde también se agrega un grupo de fosfato.

Las bases complementarias: G-C y A-T. El codigo genético es leido en grupo de tres
nucleotidos, cada secuencia de 3 nucleotidos(triplete) se denomina codon (Sanchez AH

et al, 2012) (Schork NI et al, 2000).
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/ \ diplice: 44 4+ X+ X 0 44+ X+ Y
J

R -

X Xy
par de un par de
CrOMOSOMas CTOMOSOMas

sexuales

Figura 3. Célula diploide humana (Adaptacion de Sanchez A. Elsevier Books, 2012).
4.5.2 Locus y Alelo

En cualquier célula de una misma especie, un gen ocupa siempre el mismo lugar y
posicion en un cromosoma determinado, y la posicion equivalente en su homodlogo. Para
referirse de forma genérica a esa posicion se utiliza el término locus. Por tanto, genes
distintos ocuparian un loci (plural de locus), ya sea en el mismo par de cromosomas 0
en otro. Estos términos también se utilizan para la posicion de regiones de ADN que no
sean genes. Cada porcion de secuencia concreta de ADN (génica o no) situada en un

locus se denomina alelo (Fig. 4).

Puesto que los cromosomas se presentan en pares, en cada individuo hay dos alelos en
el mismo locus, que pueden ser idénticos o diferentes. En general los dos alelos que
presentan un individuo en un locus determinado son diferentes de los de otro individuo

de la misma especie. (diversidad genética o polimorfismo) (Sanchez AH et al, 2012).

——>  Encromosomas homdlogos,
un mismo locus o ubicacién
estan ocupadas por los
diferentes alelosdel gen

Cuando se trata de genes en

/ diferentes ubicaciones hablamos
de varios loci de los genes, algo asi
como varias “ubicaciones”.

Alelos del gen paralaformadela

semilla de arveja: alelo R, digamos

para la forma rugosay alelor, para
Cromosomas homdlogos la forma lisa

Figura 4. Alelo y Loci (Adaptacion de Sanchez A. Elsevier Books, 2012).
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4.5.3 ARN
Es uno de los dos tipos de acidos nucleicos denominado 4cido ribonucleico.

Su localizacion en células eucariotas es en el nticleo celular (temporalmente), en citosol,

en la matriz mitocondrial y en el estroma de los cloroplastos.

En los virus dentro de la capsida (en otros tipos de virus). Su funcion es intervenir en la
transmision de la informacion desde el ADN hasta los productos génicos. Interviene en
el control de la expresion génica. Constituye el genoma de algunos virus. El 4cido
ribonucleico ARN son polirribonucleoétidos (polinucleotidos con ribosa, y U (uracilo) en
el lugar de T monocatenarios, formados por cadenas lineales de varias decenas o
millares de unidades, pero de longitud muy inferior a la del ADN. Su estructura
primaria consiste en la existencia de cadenas, generalmente largas, de caracter
macromolecular, formadas por la union de nucledtidos mediante enlaces covalentes 3’-
5’fosfodiéster. Por tanto, la unidad monomérica es el nucledtido, o nucledsido

monfosfato.

Los acidos nucleicos son, por lo tanto, polimeros de nucleétidos o polinucleétidos, con
un esqueleto lineal formado por unidades alternas de fosfato y pentosa (parte constante
de la secuencia), el cual sobresale lateralmente las bases (parte variable, que define la
secuencia), unidas al azucar respectivo por enlaces N-glicosidicos. Por convenio, la
secuencia siempre de indica en direcciéon 5 3°, es decir con el extremo 5’ terminal a la
izquierda y el extremo 3’ a la derecha. (3’-OH). Presentan propiedades importantes
relacionadas con sus funciones de almacenamiento (estructura), transmision
(replicacion) y expresion (transcripcion y transduccion) de la informacion genética. Se
comentan aqui brevemente algunas de ellas, relacionadas con la estructura (Sanchez AH

et al, 2012).

4.5.4 Tipos de ARN

Existen tres tipos principales de ARN: ARN mensajero (mARN), trasferente (tARN) y
ribosomico (rARN). Ademds de ellos existen ARN nuclear heterogéneo (hnARN),
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nuclear pequefio (snARN) y citoplasmatico pequenio (scARN), y (rARN)de organulos
(mitocondrias y cloroplastos), asi como otros ARN pequefios con actividad reguladora
(miARN y siARN). Todos ellos tienen en comtn que sus funciones estan relacionadas,
directa o indirectamente con la expresion génica (maduracion postranscripcional y
traduccion). Adicionalmente, en algunos virus el genoma esta constituido por ARN, que
desempefia el papel de portador de la informacién genética. EI miARN se encuentra
ubicado en el citoplasma su cantidad es minoritaria, tamafio es de 21 a 25 nucledtidos y

regula la expresion genética (Sanchez AH et al, 2012).
4.5.5 Micro ARN

Los microARN son moléculas entre 21 y 25 residuos nucledtidos, monocatenarios en su
forma madura, bicatenarios en la precursora, cuya secuencia es complementaria al
extremo 3’m de un mARN, de modo que se emparejan con el y bloquean su traduccion.
Desempefian asi un papel regulador en la traduccion de algunos genes de proteinas

(Saxlin et al, 2010) (Stoecklin WC et al, 2012) (Xie Y et al, 2011).

La transcripciéon de moléculas de microARNs (mi ARNs) son abundantes sistemas de
regularizacion que son modificadas por el status nutricional, puede regular varios genes.
Los efectos de microARNs son generalmente inhibitorio y han sido referidos como la
funcion de silenciamiento de ARN. Mas de diez mil microARNs han sido identificados,
y pueden regular mas de un tercio de los genes codificadores de proteinas (DAituto F et

al, 2012).

El microARNs ha emergido como una clase importante de reguladores post-
transcripcionales del metabolismo en diferentes tipos de células, incluyendo células-p,

células musculares y adipocitos (Lin Q ef al, 2009).

Cada miARN puede dirigirse a cientos de genes, que se pueden predecir sobre la base
de la complementariedad de las regiones especificas de nucleotidos en los genes
miARN. Se han propuesto varios algoritmos para predecir el loci de unién putativo en
los genes que codifican humanos, resultando en 40.000 o mads sitios potenciales

(Carthew RW et al, 2009).
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La pérdida de un miARN especifico (miR-14) en Drosophila se ha asociado con un

aumento de grasa corporal y representado el descubrimiento de su primera funcion

metabolica (McGregor RA et al, 2011).

4.6 Base Genética de la Periodoncia

Es evidente saber que hay una base genética para la mayoria de las enfermedades
incluyendo la periodontitis. La aclaracion de la base de la genética de la periodontitis
permite un mejor entendimiento de la etiologia de la enfermedad, permitiendo mejorar
la clasificacion, el diagndstico y el tratamiento de la enfermedad periodontal (Sanchez

AH et al, 2012).

Los genes juegan claramente un papel en la predisposicion a y la progresion de las
enfermedades periodontales. Se espera que la identificacion de los genes especificos que
causan susceptibilidad a la enfermedad periodontal puede tener valor diagndstico y
terapéutico. Para entender el potencial de relevancia clinica de la variabilidad genética
en la periodontitis es necesario entender como diferentes genes pueden contribuir a la
enfermedad. Hay estimada mente 20,000-25,000 diferentes genes en el genoma
humano. Los genes puedes existir en diferentes formas o estados (Kinane DF et al,

2009).

Los genetistas se refieren a las diferentes formas de un gen como variantes alélicas o
alelos. Alteraciones genéticas pueden cambiar el nivel de transcripcion de una proteina.
Las variantes alélicas de un gen difieren en la secuencia de sus nucleotidos. Para
apreciar la contribucion de la variante genética a la enfermedad es importante entender

como los genes contribuyen a la enfermedad (Kinane DF et al, 2009).

Los genetistas lo dividen en 2 grupos: enfermedad “simple” y enfermedad “compleja”.
En la ausencia de modelos genéticos especificos, la etiologia de las enfermedades
complejas a menudo se conceptualiza debido a multiples factores, es decir, varios loci
genéticos que interactian entre si para producir una susceptibilidad subyacente, que a su
vez interactiia con factores ambientales adicionales para producir un estado real de la

enfermedad como la obesidad (Kinane DF et al, 2009).
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4.7 microARN y su relacion con la Enfermedad Periodontal y la Pbesidad
4.7.1 Relacion entre la obesidad y la Periodontitis

La prevalencia mundial de la obesidad es una fuente considerable de la preocupacion
por su potencial impacto en la morbilidad, la mortalidad y el costo de la atencion

médica (Nares S ef al, 2003).

La asociacion de la obesidad con las enfermedades crénicas incluye la enfermedad
periodontal, como ha sido hipotetizado de el resultado de una inflamacién sistematica
cronica asociada con la obesidad, afectando la susceptibilidad de estd enfermedad

(Genco RJ et al, 2013).

La obesidad estd aumentando en prevalencia y es un importante contribuyente a la
morbilidad en todo el mundo. La obesidad induce la inflamacién la cual promueve la
destruccion y reabsorcion osea la cudl induce la pérdida dental. Se ha asociado a la
obesidad con la enfermedad en diversos estudios (Saito T ez al, 2001) (AlZahrani MS et
al, 2003) (Dalla V et al, 2005) (Ekuni D et al/, 2008) (Khader YS et al, 2009).

4.7.2 microARNS, Obesidad y Periodontitis

Los mecanismos moleculares que influencian la susceptibilidad individual de la
obesidad, incluyendo infecciones orales como la periodontitis. El area de la biologia, ha
sido transformado y re-interpretado. El avance mas significativo ha sido el
descubrimiento de las pequeias (20 a 30 nucleétidos de longitud) moléculas de ARN
que no se traducen en proteinas (no codificante). Estos microARNs (miARN) pueden
regular varios genes. El estudio de esta maquinaria compleja ha permitido la prediccion
y, en algunos casos, el control de las vias especificas de las interacciones de genes

microARN (Carthew RW et al, 2009).

La desregulacion de los micro ARNs ya se ha informado en la obesidad humana que
implica varios procesos bioldgicos, incluyendo la diferenciacion de adipocitos, la

integracion metabolica y resistencia a la insulina (McGregor RA et al, 2011).

Es posible que los microARN que son inducidos por el estrés nutricional crénico que

conduce a la obesidad pueden también modular las vias inflamatorias dentro de los
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tejidos periodontales y afectar a la expresion de la enfermedad. Mas de 10,000
microARNs han sido identificados y pueden regular aproximadamente un tercio de los
genes codificadores de proteinas. Cada microARN puede dirigirse a cientos de genes,
que pueden predecir sobre la base de la complementariedad de las regiones especificas
de nucleétidos en los genes microARN. Nuevos biomarcadores han sido recientemente
encontrados en las enfermedades cronicas mas comunes como: cancer, enfermedades

cardiovasculares, y diabetes tipo 2.

En el siguiente esquema se muestran las vias de sefializacion que proporcionan una
posible relacién entre la obesidad, la inflamacion, y la periodontitis (Fig. 5) (DAiuto F

et al, 2012).

Patogénesis Respuesta .
o

Citocinas (IL-6,
TNF-a)
Q Aumento de
acidos grasos

Periodontitis
Resistencia a la
insulina

Figura 5. Vias de sefializacion que proporcionan una posible relacion entre la obesidad,

la inflamacion, y la periodontitis.

Los avances en biologia molecular podrian resultar utiles en la promocioén de nuestra
comprension de los mecanismos que subyacen a la patogénesis de las enfermedades
crénicas comunes como la obesidad y la periodontitis y su interrelacion (D"Aiuto F et

al, 2012) (Ekundi D et al, 2008).

4.8 Interleucinas

Las citocinas, partes esenciales en la regulacion de la inflamacion, juegan un papel en la
reparacion de heridas y en la inflamacion transitoria, ya que activan los mecanismos de

defensa, pero también pueden dar lugar a considerables dafios en los tejidos en la
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inflamacion mas severa (Saxlin T ef al, 2009). Las citocinas se han sugerido para tener
un papel en la patogénesis de varias enfermedades, como la diabetes mellitus (Stumyoll
M et al, 2005), artritis reumatoide (Park JY et al, 2007) y la patogénesis de la
periodontitis (Page RC et al, 1991).

IL-1: Existe en 2 formas moleculares llamadas IL-1ae IL-1P. Hasta la fecha se han
encontrado dos genes distintos que codifican IL-1a e IL-1P. La principal funcion de la
IL-1, similar a la del TNF, es actuar como mediador de la respuesta inmunitaria de 1
huésped frente a infecciones y otros estimulos. Proforma: 271 aminoécidos (IL-1c.), 269
aminoacidos (IL-1P). Fuentes celulares: Macréfagos, queratinocitos, células

endoteliales, fibroblastos, astrocios, linfocitos D y T. Receptor: Glucoproteina 60-80-

kDa. Kd=10"" mol/L. 50-5000 sitios/Célula.

IL-1 B esta asociada a la pérdida de insercion del tejido conectivo periodontal (Masada

MP et al, 1990).

IL-6: Se conocia en un principio como IFNB; con base en su posible actividad antiviral.
Su tamano es de 19 a 26kD. Su origen celular es de los macrofagos y otras células. Sus
dianas celulares y efectos bioldgicos esta en el higado: Sintesis de proteinas de la fase
aguda. Linfocitos B: proliferacion de los linfocitos productores se anticuerpos (Abbas

AK et al, 2012).

Las citosinas son piezas esenciales en la regulacion de la inflamacidn, juegan un papel
en la reparacion de heridas y en inflamaciones transitorias, ya que activan los
mecanismos de defensa. La obesidad se caracteriza como un estado de la inflamacion
sistémica de bajo grado (Chaffee BW et al, 2010)). El equilibrio de las citoquinas pro-y
anti-inflamatorios puede determinar el grado de dafio en el tejido periodontal. Las
citosinas pro-inflamatorias derivadas de tejido adiposo pueden actuar sobre los tejidos
periodontales directamente y/o sistémicamente mediante el inicio de una respuesta
inmune del huésped (Gorman A et al, 2012). La inflamacion juega un papel importante
en el rol de la patogénesis de varias enfermedades cronicas incluyendo la periodontitis

(Sanders AE et al, 2009).
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4.9 Clonacion Acelular: Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)

Clonaciéon molecular, o clonaciéon de moléculas de acido nucleico, con la técnica que
permite amplificar el ADN (o ARN) sin emplear células. La PCR es hoy en dia una
herramienta imprescindible en los laboratorios de biologia molecular e ingenieria
genética. El objetivo de ésta técnica, es la amplificacion directa de un gen un fragmento
de ADN, presente en muestras muy diversas, sin necesidad de una purificacion previa.

Cuando el objetivo es un ARN, puede aplicarse la PCR de forma indirecta.

Se pueden emplear como muestra para hacer PCR homogeneados, extractos crudos de
tejido, sangre completa, mezclas de fragmentos de ADN obtenidos con enzimas de
restriccion, muestras resultantes de la extraccion y aislamiento de ADN. Sin embargo,
debe resaltarse que, es un requisito imprescindible que se conozca la secuencia de una

parte de la region del ADN o del ARN que se quiere amplificar.

Objetivo basico
del PCR:

-Amplificar el ADN

N
Amplificacion
propiamente dicha, con
el fin de disponer de una
cantidad suficiente para
utilizarlo, con fines

diversos.
\ J

( 2\

Deteccion, con el fin de

detectarlo en muestras

— con pequefas

cantidades del ADN
diana.

Figura 6. Objetivo basico del PCR.

4.9.1 Principios del método

La PCR no es una técnica analitica per se, sino mas bien una metodologia, resultante de

la aplicacion practica de tres conceptos:
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1. Desnaturalizacion del ADN para dar moléculas monocatenarias

2. Hibridacion especifica de la molécula monocatenaria con un oligonucleotido.
Esta es la etapa que justifica por qué se debe de conocer parte de la secuencia.

3. Replicacion de la molécula monocatenaria mediante ADN polimerasa que
emplea el oligonucledtido anterior como cebador: también se puede denominar
elongacion o extension del cebador, o polimerizacion.

Mediante la aplicacion en forma ciclica de estos tres procesos se consigue un nimero

muy alto de copias del fragmento de acido nucleico en un corto espacio de tiempo
(Sanchez AH et al, 2012).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio comparativo, abierto, experimental, prospectivo, transversal acerca de la
obesidad como potencializador de la enfermedad periodontal utilizando como base los
niveles de expresiones de micro ARN en pacientes que acudieron a la clinica del

posgrado de periodoncia en la facultad de Odontologia de la U.A.N.L.
5.2 UNIVERSO DE ESTUDIO

Se trataron pacientes adultos en un rango de edad enre 18-65 afos, los cuales eran
asistieron a la clinica del posgrado de periodoncia de la Facultad de Odontologia, de la
UANL, con el fin de recibir tratamiento periodontal. Se incluy6 un total de 40 pacientes,
divididos en 4 grupos de 10 pacientes cada uno A: pacientes obesos con periodontitis
crénica (IMC >30 kg/m?), B: pacientes obesos sin enfermedad periodontal (IMC >30
kg/m?), C: pacientes sin obesidad con periodontitis crénica (IMC 18.50-24.99 kg/m?),
D: pacientes sin obesidad y periodontalmente sanos (IMC 18.50-24.9930 kg/m?) (Grupo
control). Se les explicod el objetivo del estudio y las instrucciones que debian seguir
durante el tiempo del estudio, asi como también se firmé un consentimiento informado

acerca de la participacion.

5.3 TAMANO DE MUESTRA

Se incluy6 un total de 40 pacientes en edades entre 18-65 afios, pacientes del Posgrado
de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leon, los cuales acudieron para recibir tratamiento periodontal. La poblacion del
estudio se dividid en 4 grupos, cada uno con 10 pacientes participantes A: pacientes
obesos con periodontitis cronica (IMC >30 kg/m?), B: pacientes obesos sin enfermedad
periodontal (IMC >30 kg/m?), C: pacientes sin obesidad con periodontitis cronica (IMC
18.50 - 24.99 kg/m?), D: pacientes sin obesidad y periodontalmente sanos (IMC 18.50 -
24.9930 kg/m?) (Grupo control).
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5.4 CRITERIOS DE SELECCION

5.4.1. Criterios de inclusion:

Fueron incluidos pacientes de ambos sexos en un rango de edad entre 18 y 65 afios, los
cuales fueran pacientes ASA I y II (Maloney WJ y Weinberg MA, 2008) y que

presentaron un periodonto sano, asi como periodontitis: leve, moderada, avanzada)

5.4.2. Criterios de exclusion:

Fueron excluidos pacientes con enfermedades cronicas, que pudieran presentar
manifestaciones orales, pacientes tratados con antibidticos para cualquier condicién
médica o dental dentro de un mes anterior a la prueba de deteccion, pacientes bajo algiin
tratamiento crénico (2 semanas o mdas) con cualquier medicamento que afectara el
estado periodontal (fenintoina, antagonistas del calcio, ciclosporina, warfarina, AINES,
acido acetilsalicilico >81mg), pacientes con insuficiencia renal, trastornos de la
coagulacion, enfermedades infecciosas activas como: Hepatitis, VIH o tuberculosis, asi

como también se excluyeron pacientes ASA Il y IV.

5.4.3 Criterios de eliminacion:

Fueron eliminados del estudio los pacientes a los cuales se les diagnostico diabetes al
momento del tratamiento, pacientes que desarrollaron alguna enfermedad viral, asi
como a los pacientes que cumplieron con los requisitos pero que no aceptaron el

tratamiento.

5.5 DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

5.5.1 Secuencia de procedimientos realizados

Primera_cita: Una vez reunida la poblacion del estudio, durante la primera cita, se
procederd a realizar la fase diagnostica en cada uno de los pacientes y la firma de

autorizacion para la participacion del mismo.
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5.5.2 Historia Médica
Se le proporcionoé al paciente un cuestionario médico para ser llenado por el mismo,
donde se investigo su estado de salud general, antecedentes de enfermedades sistémicas,

asi como su condicion oral (Anexo I: 9.1 Hoja de consentimiento informado y Anexo II:
10.2 Historia Clinica).

5.5.3 Indice de masa corporal
Se tom¢ el indice de masa corporal (IMC) segiin la OMS: Peso/ Estatura 2 (Tabla 1)

El resultado se tom¢ dentro de la siguiente clasificacion:

Clasificacion IMC (kg/m’)

Clasificacion Valores principales = Valores adicionales
Infrapeso <18.50 <18.50
Delgadez severa <16.00 <16.00
Delgadez moderada 16.00 — 16.99 16.00 — 16.99
Delgadez aceptable 17.00 — 18.49 17.00 — 18.49
Normal 18.50 — 24.99 18.50 — 22.99
Sobrepeso >25.00 >25.00
Preobeso 25.00 — 29.99 25.00 — 27.49
27.50 — 29.99
Obeso 230.00 >30.00
Obeso tipo | 30.00 — 34.99 30.00 - 32.49
32.50 — 34.99
Obeso tipo Il 35.00 — 39.99 35.00 — 37.49
37.50 — 39.99
Obeso tipo Il =240.00 =240.00

Tabla 1. Clasificacion de indce de masa corporal.



5.5.4 Diagnostico Periodontal

Se realizé una examinacion periodontal en todos los participantes por parte de uno de
los dos examinadores calibrados, se tomaron profundidades de sondaje, nivel de
insercion clinica y sangrado al sondaje, se registraron 6 sitios por diente. Basandonos en
estd informacion, el diagnostico periodontal se clasifico deacuerdo a la Clasificacion de

Enfermedades y Condiciones Periodontales (Armitage GC et al, 1999).
5.5.5 Estudio radiografico periapical

Se le indic6 al paciente tomarse un estudio radiografico dentoalveolar para
complementar el diagndstico periodontal el cual se revisé en el tanscurso de la segunda

cita.

Segunda _cita: Se recibi6 el estudio radiografico y de acuerdo al mismo, se ubico al

paciente dentro de uno de los cuatro grupos control.
Nota: Estudios laboratoriales

Tercera cita (Fase quirurgica): Se tomo una biopsia de cada participante.

e Participantes sanos: Se incluy6 tejido gingival del area de la col incluyendo
tejido epitelial y conectivo, este tejido se recolectd a la hora de un procedimiento
de alargamiento de corona. Se selecciono el sitio durante la planeacion del
procedimiento con una papila interproximal sana. Todos los sitios sanos debian
tener una profundidad al sondaje <4mm, sin sangrado al sondeo y sin evidencia
de pérdida osea radiografica. Se utiliz6 un bisturi #15c¢ u 11 para obtener la
biopsia con una incision intrasulcular y de bisel externo. La incision se extendid
desde la zona palatina media de 2 dientes adyacentes, comenzando y terminando
intrasulcularmente yendo hacia el hueso, socavando la papila interproximal,
queddndose a Imm del margen gingival libre en la cresta de la papila

interproximal, capturando horizontalmente la zona interproximal (col).

e Pacientes con periodontitis cronica: Al momento de realizar el procedimiento
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quirargico llamado colgajo por debridacion se obtuvo una muestra de tejido
gingival. Utilizando una hoja de bisturi #15 se obtuvo la muestra de tejido
inflamatorio de una de las zonas interproximales donde hubo una profundidad de

sondaje >5 mm, ademads de sangrado evidente y pérdida osea radiografica.

Las muestras de biopsia gingival se colocaron inmediatamente en RNAlater®
(Promega). Durante la noche a 4°C, se decantd, y se almacen6 a -80 ° C. Se coloco6 en
un criovial que contenia una etiqueta de codigo de barras para la identificacion y

posterior procesamiento de laboratorio.

Cuarta_cita: Revision postoperatoria del paciente, retiro de suturas y se dieron
indicaciones ya sea para continuacion de tratamiento o para dar de alta al paciente y que

asi continuara en fase de mantenimiento.
5.5.6 Pasos para el RT-PCR
Paso 1: Sistema de Aislamiento del ARN total

La pureza y la integridad del ARN aislado de las células del tejido o cultivadas son
criticos para su uso eficaz en aplicaciones tales como la PCR de transcripcion inversa
(RT-PCR), PCR de transcripcion inversa cuantitativa (QRT-PCR), ensayos de
proteccion de ARNasa, andlisis de transferencia Northern, oligo (dT) seleccion de poli
(A) + ARN, la traduccion in vitro y el andlisis de microarrays. A medida que el uso de
la amplificaciéon como una herramienta de investigaciéon ha crecido, ha surgido la
necesidad de métodos para aislar rdpidamente ARN de alta calidad, sustancialmente
libres de contaminacién de ADN gendmico, a partir de pequefias cantidades de material
de partida (células, tejidos y cultivadas). El sistema de aislamiento de ARN total SV ha

sido disefiado para responder a estas necesidades.

Cada sistema contiene reactivos suficientes para 50 aislamientos de ARN total de tejido,

células o sangre. Incluye:

e 2 paquetes: Tubos de coleccion (25)

e 2 paquetes: Tubos de elucion (25)
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e 2 paquetes: Columnas Spin (25)

e 50ml: RNA Lysis Buffer (RLA)

e 20ml: RNA tampon de dilucion (RDA) (tampon azul)
e 2ml: B-mercaptoetanol (48,7%)

e 1 viales: DNasa I (liofilizado)

e 250ul: MnCl,, 0.09M

e 2.5ml: Yellow Core Buffer

e 5.3ml: DNasa solucion de parada (DSA) (concentrado)
e 58.8ml: RNA Wash Solution (RWA) (concentrado)

e 13ml: Nuclease-Free Water
Secuencia:

1. Homogeneizar las muestras (tejidos, células cultivadas o células blancas de la sangre)
en el RNA Lysis Buffer (ARN).

2. Traslado al tubo nuevo y afiadir RNA tampén de dilucion (RDA), mezclar y

centrifugar.
3. Traslado al nuevo tubo, afiadir 95% de etanol y mezclar.
4. Traslado al girar la columna.
a. Vacio
Retirar lisado por vacio. Lavar con ARN
Solucién de lavado (RWA). El tratamiento DNasa.
Solucion de Parada DNasa (DSA). Lavar 2X con ARN
Solucién de lavado (RWA).

b. Retirar la vuelta Basket y el lugar en el tubo de coleccién. Se centrifuga.

Colocar vuelta Basket en tubo de elucion.

5. Girar: Centrifugar 1 minuto

30



6. Lavar con ARN. Solucion de lavado (RWA).
7. El tratamiento DNasa (Afiadir DNasa)

Solucion de parada (DSA). Centrifugar durante un minuto.
8. Lavar 2X con Solucion de Lavado RNA (RWA).

9. Eluir el ARN en Tubo de elucién
Paso 2: GoScriptTM Sistema de Transcripcion Inversa

El Sistema de Transcripcion Inversa GoScriptTM (a, b) es un kit conveniente que
incluye una transcriptasa inversa y un conjunto optimizado de los reactivos disefiados
para la sintesis eficiente de los ADNc de primera cadena optimizado en la preparacion
para la amplificacién por PCR. Los componentes del Sistema de Transcripcion Inversa
GoScriptTM se pueden utilizar para transcribir inversamente plantillas de ARN de

partida con el ARN total, el poli (A) + mARN o la transcripcion de ARN sintéticos.

EL sistema ACH contiene suficientes reactivos para 100 primeras lineas de reacciones

de sintesis de cADN de 20ul cada una.

e 100ul: GoScriptTM Transcripcion Inversa
e 600ul: Goscript 5X tampodn de reaccion

e 1.2ml: MgCI2 (25mM)

e 200ul: PCR nucleétidos Mix

e 50pg: Oligo(dT)15 Primer

e 50pg: Random Primers

e 1.25ml: Nuclease-Free Water

e 2.,500u: Recombinante RNasin ® inhibidor de la ribonucleasa

Descripcion: Este procedimiento describe la sintesis de ADNc para la amplificacion
subsiguiente mediante PCR o qPCR. Reacciones de transcripcion inversa de hasta Spg
de ARN total, el poli (A) + miARN sintético o ARN de transcripcion se llevan a cabo

en las reacciones de 20ul compuestas de componentes del Sistema de Transcripcion
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Inversa GoScriptTM. El ARN experimental se combina con el cebador experimental. La
mezcla de cebador con el molde, es térmicamente desnaturalizado a 70 © C durante 5
minutos y se enfrié en hielo. Una mezcla de reaccion de transcripcion inversa se

ensambla en hielo para contener agua libre de nucleasa, la transcriptasa inversa, cloruro
de magnesio, dNTP (mezcla de nucledtidos de PCR) y el inhibidor de la ribonucleasa.
En sistemas experimentales, la adicion de 1p/ul recombinante de RNasin® se

recomienda como inhibidor de la ribonucleasa, pero es opcional.

Como paso final, se afiade la combinacion molde-iniciador a la mezcla de reaccion en
hielo. Después de un recocido inicial a 25 © C durante 5 minutos, la reaccion se incuba a
42 ° C durante un periodo maximo de una hora. Debido a que ningun proceso de
limpieza o la dilucion es necesario después de la sintesis de ADNCc, el producto puede
afiadirse directamente a las reacciones de amplificacion. Este procedimiento describe el
método propuesto para amplificar hasta un 5ul del producto de reaccion de sintesis de

ADNCc en 25 pl amplificaciones de PCR.
Paso 3: Acceso al sistema de RT-PCR

Numerosas técnicas han sido desarrolladas para medir la expresion génica en tejidos y
células. Estos incluyen transferencias Northern, transcripcion reversa acoplada y
amplificacion por RT-PCR, ensayos de proteccion de ARNasa, la hibridacion in situ,
transferencias de puntos y los ensayos de nucleasa S1. De estos métodos, el RT-PCR es
el mas sensible y versatil. Esta técnica se puede utilizar para determinar la presencia o
ausencia de una transcripcion, los niveles de expresion de estimacion y clonar productos
de ADNc sin la necesidad de construir y el cribado de una biblioteca de ADNc. La RT-
PCR System (a, b, ¢) de acceso esta disefiado para la transcripcion inversa y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La amplificacion de un ARN especifico diana de
cualquiera de ARN total o ARNm (1). Este sistema de dos enzimas proporciona un
analisis sensible, rapido y reproducible de los ARN. El sistema utiliza la transcriptasa
inversa AMV (AMV RT) a partir de la mieloblastosis aviar, virus para la primera
cadena de sintesis de ADN y el ADN polimerasa termoestable de Thermus flavus (Tfl)
(2) para la segunda linea de sintesis de ADNc y amplificacion de ADN. El sistema RT-

PCR incluye un tampo6n optimizado que permite la deteccion extremadamente sensible
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de transcritos de ARN sin un requisito para las adiciones de amortiguadores entre la
transcripcion inversa y los pasos de amplificacion por PCR. Esto simplifica el
procedimiento y reduce el potencial de contaminacion de las muestras. Ademas, la
mejora del rendimiento de la transcriptasa inversa AMV a temperaturas elevadas [45° C
(b)] en el 5X tampon de reaccion AMV / Tfl minimiza los problemas encontrados con

las estructuras secundarias de ARN.
Analisis

1. Analizar los productos del PCR mediante electroforesis en agar gel, en un 5%
del total de la reaccion. Los productos seran facilmente visibles por
transiluminacion UV (ultravioleta) de un gel tefiido con bromuro de etidio. El
producto de amplificacion serd obtenido medinte el uso del ARN de control
positivo.

2. Almacenar los productos de reaccion a -20°C hasta que se necesite. Los
productos de reaccion pueden purificarse mediante el coadyuvante para SV ®
Gel y PCR System Clean-Up (Cat. # A9281, 7).

3. Los patrones de expresion de miARN se evaluaron con un genoma de miRNA
RT2 por medio de PCR en matriz humana que contiene sondas para 88 de las

secuencias de genes del miARN mas abundantemente expresado.
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5.6 CONSIDERACIONES ETICAS.

“Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la

ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud”:

e Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion II, investigacion con riesgo minimo,
se anexa hoja de consentimiento informado.

e Titulo tercero. De la investigacion de nuevos recursos profiliacticos, de
diagnéstico, terapéuticos y de rehabilitacion. Capitulo I Articulos 61-64 Cuando
se realice investigacion en seres humanos sobre nuevos (o se modifiquen) recursos
profilacticos, dx, terapéuticos o rehabilitacion, ademas deberan solicitar autorizacion

de la Secretaria presentando documentacion requerida.

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de

Odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

34



6. RESULTADOS
6.1 Demografia de la poblacion de estudio

El rango de edad de los participantes fue de 18 a 65 afios con una edad promedio de
41.5 afios sin diferencias significativas entre los cuatro grupos en edad, sexo y raza. Los
participantes fueron clasificados dependiendo a su IMC y su presencia o ausencia de
enfermedad periodontal. Cada grupo consistid en un total de 10 participantes, siendo
estos dividivos en 4 grupos: A: pacientes obesos con periodontitis cronica (IMC >30
kg/m?), B: pacientes obesos sin enfermedad periodontal (IMC >30 kg/m?), C: pacientes
sin obesidad con periodontitis cronica (IMC 18.50-24.99 kg/m®), D: pacientes sin
obesidad y periodontalmente sanos (IMC 18.50-24.9930 kg/m?).

6.2 Expresion diferencial del miARN por IMC entre los participantes con

periodontitis

En la comparacion entre los participantes obesos con periodontitis crénica y
participantes no obesos con periodontitis, indicaron una regulacion positiva de hasta 11
miARN (P < 0.05). En general, la regulacion positiva varié en un doblaje de 2.0 a 10.9
veces. Todos los miARN del grupo de obsesos con periodontitis crénica tuvieron una
regulacion positiva y el grupo no obsesos con periodontitis cronica presento una
regulacion negativa con valores estadisticamente significativos en ambos grupos. El
miARN 7-5p alcanzo el valor estadisticamente significativo mas alto de todos los
miARN (P <0.000011) presente en el grupo B, seguidos por el grupo A con un valor
estadistico de (P <0.000047), presentando un doblaje de mas del doble expresado
positivamente en el grupo B (9.5) que en el grupo A (4.5). Lo que sugiere vias asociadas
genoémicas compartidas entre la obesidad y la enfermedad periodontal siendo en la
presencia de un alto IMC el factor que mayores doblajes presenta. No obstante, existio
una regulacion positiva mayor (doblaje de 10.9) para los participantes que eran obesos
(Grupo A) en comparacion con una regulacion negativa en los participantes no obesos
con enfermedad periodontal (Grupo C) (doblaje de 0.3). Lo que concuerda con una
expresion mejorada de distintas especies de miARN en la periodontitis cuando hay

obesidad. En pacientes con o sin enfermedad periodontal y sin obesidad existio
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regulacion negativa significativa entre las 11 de las 47 especies de miARN analizadas y

solo se presentaron en el grupo 3 y 4.

6.3 Expresion diferencial de miARN en periodontitis entre participantes obesos

De la misma manera en que se comparo con los dos grupos anteriores, se realizd una

comparacion entre individuos obesos entre aquellos con o sin enfermedad periodontal.

En individuos obesos periodontalmente sanos (Grupo B), todas las especies de miARN
fueron estadisticamente significativas, presentaron un rango alto de doblaje (de 13.7 a
9.5 veces), fueron 4 (miR-21-5p, miR-7f-5p, miR-29b-3p y miR-7-5p) y fueron las
mayores. Aunque aumento tanto en la salud periodontal como en la enfermedad, la
expresion de miR-21-5p entre individuos obesos alcanzé una regulacion positiva mayor
en obesos sin enfermedad periodontal. En general, 10 miARNs se identificaron, todos
alcanzaron valores estadisticos, pero solo se existid regulacion positiva en el grupo A y

B; obsesos con o sin enfermedad periodontal (Tabla 2).

Grupos: A B C D
Obesos perio Obesos no perio no obeso con No obeso sano
perio
1 hsa-let-7g-5p 2.8285 7.7104 0.0939 0.2612
2 hsa-miR-126-3p 3.6631 4.6583 0.1719 0.2061
3 hsa-miR-146a-5p 4.2317 6.2725 0.3121 0.4492
4 hsa-miR-21-5p 10.9015 13.7924 0.0927 0.1054
5 hsa-miR-26a-5p 2.7333 2.9862 0.1975 0.1954
6 hsa-miR-26b-5p 5.4146 6.0369 0.1366 0.1384
7 hsa-miR-27b-3p 3.2586 5.7739 0.0908 0.1581
8 hsa-miR-28-5p 2.0031 2.3219 0.3055 0.2761
9 hsa-miR-374a-5p 4.5988 6.9405 0.1797 0.2511
10 hsa-miR-7-5p 4.5091 9.5951 0.2028 0.2987

Tabla 2. Diferencia de expresion en doblaje de miARN en biopsias obtenidas en

pacientes sanos, obesos, con y sin enfermedad periodontal.
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6.4 Prediccion de dianas de miARN

Para comprender la posible funcion moduladora de estas 16 especies de miARN
reguladas positivamente asociadas con la obesidad y la enfermedad periodontal, se
determino dianas con prediccion en relacion los objetivos; estos incluyen inflamacion,

regulacion inmune y metabolismo dseo, lipidos y glucosa (Tabla 3).

Inmunidad e Met. Oseo Met.de Met. de carbohidratos
inflamacion lipidos
hsa-let-7f-5p X X
hsa-let-7g-5p X X X
hsa-miR-126-3p X X X X
hsa-miR-146a-5p X X X
hsa-miR-155-5p X
hsa-miR-20a-5p X
hsa-miR-21-5p X X X
hsa-miR-26a-5p X X
hsa-miR-26b-5p X X
hsa-miR-27b-3p X X X
hsa-miR-28-5p X X X
hsa-miR-29b-3p X X
hsa-miR-29c¢c-3p X X
hsa-miR-374a-5p X X
hsa-miR-424-5p X

hsa-miR-7-5p X X X
Tabla 3. miARN asociado a la categoria de términos GO(mirbase.rg).

Se incluyeron los objetivos validados de las 4 bases de datos y se identificaron 47
dianas en relacion a las especies de miARN presentes: interleucinas (IL-1, IL-2, IL-7,
IL-11, IL-12), interferones (IFNA16, IFNA21) receptores (IFNARI1, IRF4, IRFS),
factor de necrosis tumoral (TNF, TNFAIP3, TNFSF8, , TNFSF10, TNFSFI1,
TNFSF14); proteinas implicadas en la formacion de colageno (COLS, COL8, COL10);
factor de crecimiento fibroblastico (FGF15, FGF18, FGF19); y moléculas del
metabolismo 6seo (BAMBI, CASP6, MMP2, MMPS5, MMP9, MMP11) (Tabla 4).
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Grupos:
ARN

hsa-let-7a-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-151a-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-185-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-196b-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29b-3p

A

Obesos perio

NO
NO
NO
NO
5.6461
2.8285
NO
NO
NO
3.6631
NO
NO
NO
4.2317
NO
NO
2.5221
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
2.4087
10.9015
NO
NO
NO
2.7333
5.4146
NO
3.2586
2.0031
NO
5.1453

B
Obesos no
perio
4.2099
3.0974
2.9096
3.9677
10.7559
7.7104
3.1314
4.5711
NO
4.6583
2.778
4.0266
4.1048
6.2725
NO
NO
2.1083
3.2177
3.9369
3.6969
2.0294
NO
3.6101
0.3621
7.9754
3.7798
4.5012
13.7924
NO
2.3139
NO
2.9862
6.0369
6.4735
5.7739
2.3219
3.0765
10.2039

C
no obeso con
perio
0.1798
NO
0.2837
0.1853
0.0856
0.0939
NO
NO
0.3723
0.1719
NO
NO
NO
0.3121
3.6136
0.457
NO
NO
NO
NO
0.5303
NO
NO
NO
NO
NO
NO
0.0927
0.5218
NO
0.3904
0.1975
0.1366
NO
0.0908
0.3055
NO
NO
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No obeso
sano
0.2167

NO
0.3653
0.2026
0.1607
0.2612

NO

NO

NO
0.2061

NO

NO

NO
0.4492
2.9668
0.4034

NO

NO

NO

0.3

NO
0.2718

NO

NO

NO

NO

NO
0.1054
0.2723
0.2603
0.4095
0.1954
0.1384

NO
0.1581
0.2761

NO

NO
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Figura 5. Expresion diferencial del miARN por IMC entre los participantes con
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hsa-miR-29c¢-3p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-374a-5p
hsa-miR-423-5p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-93-5p

Grupos:

Tabla 4. Relacion completa comparativa de miARN entre los 4

Grupo
ARN
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-374a-5p
hsa-miR-7-5p

3.3377
NO
NO
NO

4.5988
NO

3.5971

4.5091
NO

1

grupos estudiados

A
Obesos perio
5.6461
2.8285
3.6631
4.2317
10.9015
2.7333
5.4146
3.2586
2.0031
4.5988
4.5091

periodontitis

8.455
2.0584
1.676
2.8226
6.9405
0.5111
5.489
9.5951
3.0606
2

C

NO
NO
0.477
NO
0.1797
NO
NO
0.2028
0.347
3

no obeso con perio

0.0856
0.0939
0.1719
0.3121

0.0927
0.1975
0.1366
0.0908
0.3055
0.1797
0.2028

39

NO
NO
NO
NO
0.2511
NO
NO
0.2987
NO
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Expresion diferencial de miARN en periodontitis entre participantes obesos

Grupo
ARN
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-29c-3p
hsa-miR-374a-5p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-7-5p

A

Obesos perio

5.6461
2.8285
3.6631
4.2317
2.5221
2.4087
10.9015
2.7333
5.4146
3.2586

2.0031
5.1453
3.3377
4.5988
3.5971
4.5091

Obesos no perio

10.7559
7.7104
4.6583
6.2725
2.1083
4.5012

13.7924
2.9862
6.0369
5.7739

2.3219
10.2039
8.455
6.9405
5.489
9.5951

Figura 6. Expresion diferencial de miARN en periodontitis entre participantes obesos
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7. DISCUSION

La epidemia actual de obesidad representa un gran reto para la prevencion de
enfermedades cronicas. Impulsada por un estilo de vida cada vez mas sedentaria y una
transicion nutricional a alimentos procesados y dietas altas en calorias en los Gltimos 30
afios, muchos paises han presenciado la prevalencia de la obesidad en sus ciudadanos

aumentar hasta incluso llegar a aumentar mas del doble (Martinez Herrera et al, 2017).

Existen suficientes fuentes que encuentran una relacion directa en que la obesidad
aumenta las probabilidades de causar enfermedades en o6rganos como el corazon,
cerebro o sistema circulatorio entre otros (Hruby A et al, 2015). Los resultados
muestran que una nutricion deficiente prolongada induce a ciertas especies de miARN
que permiten el desbalance cronico que conlleva a la obesidad, y pueden también tener
vias simultaneas asociadas a la modulacion de inflamacién en los tejidos periodontales

afectando especificamente a la expresion de la enfermedad.

El efecto de la supresion o corte de transcripcion de los miARN en la patogénesis de la
enfermedad periodontal especialmente en presencia de obesidad es ampliamente
desconocido. En el genoma humano, se han registrado mas de 600 miARNs maduros
hasta la fecha; sin embargo, la prediccion computacional estima que esto podria

aumentar a mas de 1000 (Ran Xu et al, 2016).

Perri et al (2012) realiz6 el primer estudio piloto en humanos, el cual tenia como
objetivo determinar el papel que juegan los miARNs como un mecanismo potencial

asociado entre la obesidad y la enfermedad periodontal.

En esta investigacion se proporcionan datos que implican el potencial de interaccion en
presencia o ausencia de la obesidad y enfermedad periodontal, que puedan involucrar
vias moleculares convergentes en la modulacion de miARN. El aumento de las
respuestas inmunitarias e inflamatorias locales en individuos obesos con periodontitis
puede explicar la presentacion clinica agresiva y la respuesta al tratamiento alterada en

comparacion con la de sujetos con peso normal.
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Las especies de miARNs expresadas y que pasaron por su proceso de diferenciacion
mostraron dianas relacionadas a la lista de objetivos que incluyen vias moleculares

convergentes; inmunoldgicas, inflamatorias y trastornos metabdlicos (Tabla 3).

La homeostasis de glucosa estan finamente regulada por la liberacion de insulina, los
miARN tienen un papel principal en la produccion y secrecion de insulina, asi como
simultaneamente modular la sensibilidad o resistencia de los tejidos diana (Heneghan et
al, 2010) Esto sugiere que los procesos metabolicos que pueda ser influenciado
directamente por la obesidad, aumenta la expresion de ciertos miARNs que se sabe que
regulan el metabolismo de lipidos y glucosa, también tienen dianas que modulan la
infamacién y metabolismo del tejido conectivo. Por ejemplo, se encontrd una regulacion
positiva en el grupo 2 de miR-21-5p con un doblaje positivo de 13.7 veces, asi como de

miR-146a-5p con un doblaje positivo de 6.2 veces.

Sharma et al (2015) investigd la modulacion del miARN en tejido adiposo de pacientes
obesos no diabéticos y encontré un aumento de expresion de miARNs en tejido
adiposos subcutaneo, especificamente miR-21-5p, miR-146a-5p y miR-146b-5p, en
respuesta inflamatoria a la adipogénsis. En el grupo 3 y 4 miR-21-5p se presento con un
doblaje negativo de .09 y .10 veces y miR-146a-5p con un doblaje negativo de .31 y .44
veces (Sharma et al, 2015).

Los altos niveles de expresion de miR-146a en células secretoras de insulina afectan en
la liberacion de insulina y la supervivencia celular, pero si el doblaje es <1 los genes
dirigidos a miR-146a como Medl aumentan la sensibilidad a la insulina, mejoran la
tolerancia a la glucosa y confieren resistencia a la obesidad inducida por dietas altas en
grasas (Huszar J.M et al, 2013). Lo que sugiere que la presencia de inflamacion
metabolica por obesidad promueve la regulacion positiva de los miARNs (Grupo A y
B), pero con ausencia de obesidad la regulacion de estas sea vuelve negativa y por

efecto tienen reacciones contrarias (Grupo C y D).

El miR-150-5p fue el unico caso en el que se presento una regulacion con doblaje
positivo para el grupo C y D mientras que el grupo A y B no tubo expresion alguna.

Sang W en el 2016 describi6 la regulacion negativa inmunoldgica del miARN 150-5p
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en los linfocitos T CD4(+) inhibiendo a la via de sefializacion AKT3/BIM, mecanismos
de proliferacion y activacion de las células, asi como también tiene la capacidad de
promover apoptosis (Sang W et al, 2016). También se encontro en el suero de pacientes
con miastenia gravis una cantidad alta de miARNs y el que mostro mayor asociacion
fue miR-150-5p (Punga T et al, 2014). Este tipo de regulaciones se presenta en
reacciones de hipersensibilidad tipo 4 y los pacientes no obesos (Grupo D) la regulacion
es positiva, pero se presento con un doblaje mayor en pacientes con enfermedad

periodontal (Grupo C).

En un estudio de la misma linea por Kalea AZ (2015) registr6 resultados de 13 miARNs
regulados positivamente y 22 negativamente en la presencia de obesidad y enfermedad
periodontal, mir-200b-5p y miR-28-5p presentaron un doblaje de 1.6 y 1.3 veces mas
que los otros miARNSs. Su diana son genes que seran silenciados como ZEB1, ZEB2,
GATA2 y KDR (Kalea AZ et al, 2015). Estos genes son importantes por su
involucraciéon en las vias encargadas de la re-epitelizacion de heridas gingivales.
Proceso crucial en la regeneracion periodontal y restablecimiento de la integridad de
tejido, afectando asi también su resultado a su abordaje clinico (Tomikawa K et al,
2012). En nuestra investigacion no tuvimos presencia de mir-200b-5p lo cual puede ser
por un andlisis bioinformatico diferente, pero si tuvimos miR-28-5p con un doblaje de
2.0 en el grupo A, lo cual nos da un registro mayor en nuestra base de datos en

comparacion.

El incremento de expresion de miR-21-5p en el grupo 2 obtuvo el doblaje positivo mas
alto de todos 13.7 veces. Lopez-Ramos (2014) en su investigacion explica como la
sobreexpresion de miR-21-5p puede ser utilizado benéficamente como biomarcador
predictivo de regresion tumoral completa de tratamiento quimioterapéutico en pacientes
con cancer rectal y asi potencialmente salvar a pacientes de cirugias radicales (Lopez-
Ramos CM et al, 2014). Por otra parte, miR-21-5p demostré ser como regulador
funcional de la expresion de la mesotelina usando la afinidad a organos con
caracteristicas tumorales o cancerigenas del miARN sirviendo a su ves para desarrollar
tratamientos que imiten la estructura, pero bloqueen la funcién del mismo con éxito ya

reportado in vitro (De Santi et al, 2017). Se podria inferir que porque el doblaje positivo
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solo se encontré en los grupos donde la obesidad estaba presente (Grupos A y B), existe
una mayor relacion entre la oncogénesis y la obesidad por sus vias moleculares

convergentes mucho mas compartidas que con la enfermedad periodontal.

Las limitaciones de este estudio incluyen el tamafio de muestra, geografia y el disefio de
PCR que se dirigié solo a a un banco de especies seleccionadas. Claramente, se
necesitaran estudios adicionales con una biblioteca mas robusta de miARNs para
evaluar adecuadamente el papel que juegan cada una en la homeostasis. Mejorar
nuestra tecnologia como con técnicas de secuenciacion de nueva generacion (SNG) en
la regulacion de la patogénesis periodontal y el impacto de la obesidad como un

modificador.
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8. CONCLUSIONES

En esta investigacion se demostrdé que existen dianas compartidas de tipo
metabolico e inflamatorios especificos de los miARN que provienen de
morbilidades que ambas enfermedades obesidad y periodontitis producen una
expresion local de doblaje positivo de ciertas miARN compartiendo vias
moleculares. Es imposible ser mas especifico con estos datos; el tamafio de muestra
reducida, el niimero limitado de especies de miARN en estudio, tecnologia de
secuenciacion de segunda generacion y la falta de correccion para comparaciones

multiples en los andlisis.

Estos resultados demuestran que se necesitaran estudios mas amplios para validar
aun mas estos hallazgos. Es importante mencionar que los horizontes de este estudio
es presentar para encontrar las vias moleculares especificas de ambas enfermedades
y asi desarrollar nuevas dianas terapéuticas para controlar la enfermedad
periodontal. Puede ser que nos estemos acercando a los reguladores especificos cada
ves mas de la patogénesis de la enfermedad periodontal para asi tener un mapa
gendmico y poder tratar la enfermedad periodontal de una manera especifica y

personalizada afectando directamente en su resultado terapéutico.
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10. ANEXOS

10.1 Hoja de consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
POSGRADO DE PERIODONCIA E IMPLANTOLOGIA ORAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Paciente: Edad:
Domicilio:

Ha sido informado, de todo acto odontoldgico de diagndstico 6 terapéutico, sea
anestésico-quirurgico, lleva implicito el riego de presentar una serie de complicaciones
mayores 0 menores, a veces potencialmente serias. Dichas complicaciones pueden ser
derivadas de la propia técnica de anestesia y otras dependen del procedimiento dental a
realizar, del estado previo del paciente, de los tratamientos que esté recibiendo.

Las complicaciones y molestias que se pueden presentar al realizar mi Tratamiento
Periodontal son:

1. La administracion de la anestesia local puede provocar en algunos casos: ulceras en la
mucosa, dolor, hematoma y en algunas ocasiones limitaciones en la apertura de la boca,
pueden requerir tratamiento posterior. Del mismo modo puede presentar alguna baja de
presion y sensacion de mareo. Entiendo que en algunos pacientes pueden presentar
alguin tipo de reaccion alérgica o hipersensibilidad a la anestesia local, que se manifiesta
como urticaria, dermatitis de tipo de reaccion alérgica o hipersensibilidad a ala anestesia
local, que se manifiesta como urticaria, dermatitis de contacto, asma y edema
angioneurdtico, en casos extremos pueden requerir tratamiento de emergencias.
Asimismo, el paciente puede morderse la lengua, labios y carrillos por comer alimentos
al no esperar desparezca el efecto del anestésico.

2. Todo acto quirurgico, como el Tratamiento Periodontal puede ocasionar
potencialmente distintas complicaciones, sobre todo en personas con alguna condicioén o
enfermedad sistémica como las siguientes: diabetes, cardiopatia, hipertension, anemia
de edad avanzada, obesidad.

3. El proposito principal del Tratamiento Periodontal puede ocasionar potencialmente
distintas complicaciones, sobre todo en personas con alguna condicion sistémica como
las siguientes: diabetes, cardiopatia, hipertension, anemia, edad avanzada, obesidad.

a) El paciente podra presentar algunas molestias al principio tales como: infeccion
dolor, sangrado, sensibilidad dental a los alimentos, liquidos frios, calientes,
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dulces o acidos, contraccion de la encia durante la cicatrizacion, dando como
resultado la elongacién de algunos 6rganos dentarios, formacion de espacios
grandes entre los mismos presencia de ulceraciones labiales o bucales.

b) El paciente podrd desarrollar inflamacién de los tejidos gingivales si no
mantiene una higiene oral adecuada para mantener dientes y protesis
escrupulosamente limpias.

c) La cicatrizacidon se retrasa cuando el paciente presente alguna o varias de las
siguientes condiciones: infeccion generalizada, diabetes u otros padecimientos
debilitantes, no llevar una dieta balanceada.

Las posibles consecuencias de no realizar el tratamiento podrian ser, avance de la
enfermedad con una considerable pérdida de los tejidos de los tejidos de soporte con la
consiguiente perdida de los 6rganos dentarios en un tiempo no especificado.

Se me ha comentado no se me garantiza el éxito de tratamiento propuesto, este depende
del grado de avance de la enfermedad periodontal mi interés y cuidado para mantener
mi salud bucal, manteniendo una buena higiene oral para evitar la formacién y acumulo
de placa dentobacteriana y acudiendo a mantenimiento permanente de acuerdo al
diagnostico periodontal.

Se me ha recomendado en caso de presentar una molestia posterior solicitar consulta lo
mas pronto posible.

RECONOZCO:

He recibido la informacién necesaria y oportuna, me han sido explicadas y las he
comprendido en un lenguaje claro y sencillo y he tenido la oportunidad de discutir con
el/la alumna y/ o con el profesor/a supervisor/a, el tipo de intervencion o procedimiento
su proposito y naturaleza, las alternativas razonables las posibles consecuencias de no
realizar el tratamiento y los riegos y posibles complicaciones.

MANIFIESTO:

Estoy satisfecho con la informacion recibida y comprendo el alcance de los riegos del
tratamiento o procedimiento.

ACEPTO:

El/ La alumna me realicen los procedimientos de diagndstico, prondstico y plan de
tratamiento me fueron explicadas como, los procedimientos necesarios para la atencion
de contingencias y urgencias derivadas de acto autorizado y me doy por enterado/a de
mi declaracion.

Monterrey, N.L del mes del afio 201 .
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Forma de consentimiento informado:

He leido la informacion anteriormente mencionada. Tuve la oportunidad de realizar
cualquier pregunta acerca del estudio y me fueron contestadas de forma satisfactoria.
Doy mi consentimiento informado voluntario de participar en el estudio.

Firma del participante

Nombre del participante

Fecha

Firma de la persona que esta recibiendo el consentimiento informado

Nombre de la persona que esta recibiendo el consentimiento informado
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10.2 Historia Clinica

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

POSGRADO DE PERIODONCIA

ALERTA MEDICA

LA SIGUIENTE INFORMACION ES INDISPENSABLE PARA HACER UN

DIAGNOSTICO Y OFRECER EL TRATAMIENTO INDICADO A SU CONDICION DE SALUD
Toda esta informacién sera confidencial.

Fecha:

Nombre (s) Apellido Paterno Apcllido Materno
Ocupacion: Edo. Civil:
Fecha de nacimiento: Edad:

mes/ dia/ afio
Domicilio part.:
calle colonia/ciudad/estado/codigo postal
Teléfono: Celular: Correo electronico:
Empresa donde trabaja / escuela:
Puesto que ocupa / grado que cursa:
Direccién:
calle/colonia/ciudad/estado/cddigo postal
Nombre de su esposo(a):
Ocupacién de su esposo(a):
Teléfono: Celular: No. de personas que dependen de mi:
Nombre de mi médico: Teléfono:
Nombre de mi dentista: Teléfono:
Mi altimo tratamiento dental fue:
Fecha
Persona responsable de pago de honorarios del tratamiento:
Direccion: Teléfono:
RFC:
A quien agradecemos su referencia:
MOTIVOS DE ESTA CONSULTA:
Menor de edad es necesario firma del padre/madre o tutores.
Nombre Firma
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HISTORIA MEDICA:

Como considera su estado de salud general: _ Buena [J Regular C Mala
De salud bucal: _ Buena [J Regular C Mala
Esta Ud. bajo algln tratamiento médico actualmente:

NoO SiCO Cual?

¢Cuando fue su Gltimo tratamiento médico?

Esta tomando alguno de estos medicamentos

_1 Antibiéticos o sulfas _I Nitroglicerina

_! Anticoagulantes _ Hormonas

1 Aspirinas u otro analgésico ~ Vitaminas

_I Medicamentos para la presion sanguinea _! Tranquilizantes

_! Cortisona — esteroides _ Marihuana o algin otro
_I Insulina, tolbutamida _I Medicamentos naturistas
_! Derivados de digital ~1 Otros

Ha bajado o subido de peso altimamente: 181 [JNo

Ha tenido reaccion a la anestesia dental: 2181 [JNo

Ha tenido reaccion algiin medicamento: 2181 O No

Describa

:Que acostumbra Ud. tomar para dolores de cabeza o algin otro dolor?

Marque en el recuadro a las siguientes enfermedades que padezca:

1 Presion sanguinea alta . Artritis (reuma o hinchazones en articulaciones)
! Presion sanguinea baja  Osteoporosis

_I Problemas cardiacos  Gastritis

1 Arteriosclerosis U Ulcera gastrointestinal
_1 Diabetes U Hernia hiatal

_! Problemas del rifién = Reflujo esofagico

! Hepatitis = Alergias

I VIH/SIDA _ Problemas de tiroides
1 Hepatitis U Alergias

21 VIH/SIDA ' Problemas de tiroides
I Tuberculosis C Anemia

_1 Tos persistente

|P.A: Primera Cita: 2* Cita: Otras:

_1 ¢ Ha tenildo convulsiones o ataques?
~1 ¢ Se ha encontrado alguna vez en un tratamiento psicolégico o psiquidtrico?
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~1 ¢ Tiene tendencia a desmayarse?

1 ¢Se cansa facilmente al subir escaleras?

1 (Ha tenido sangrado excesivo alguna vez?

1 ¢Ha recibido transfusiones sanguineas?

1 ¢Ha recibido tratamiento de radiacién o quimioterapia?

~1¢(Fuma Ud.? (Cuantos cigarros al dia? (Desde cuando?

_ Toma Ud. bebidas alcohdlicas (con qué frecuencia?

Tiene algin dolor en su boca en este momento. ©SI T NO [ Lo desconozco

Donde
Ha recibido tratamiento en sus encias ©SI CNO [ Lodesconozco  Cuando
Ha tenido sus encias inflamadas, o con postemillas: CSI  NO [ Lo desconozco
Sangran sus encias: CSI  [NO [ Lo desconozco
Ha notado mal aliento y sabor en su boca: | CSI  ONO [ Lo desconozco
Acostumbra a respirar frecuentemente por su boca: CSI  ONO [ Lo desconozco
Padece frecuentemente de aftas o ulceraciones ensuboca ©SI  [INO [ Lo desconozco
Tiene dientes sensibles al calor, frio o lo dulce: CSI  ONO [ Lo desconozco
{Cual?
Tiene usted dientes flojos: CSI  ONO [ Lo desconozco
{Cual?
Se le han separado sus dientes Gltimamente: CSI  [NO [ Lodesconozco
Ha tenido ortodoncia para enderezar sus dientes: CSI  NO [ Lo desconozco
Le agrada a usted la apariencia de su boca: CSI  [NO [ Lo desconozco
Porque
Se le atoran los alimentos entre sus dientes: CSI  [NO [ Lodesconozco
Se ha sentido mds tensionado ultimamente: CSI  ONO [ Lo desconozco
Porque
Ha notado si con frecuencia aprieta, o rechinan sus dientes: CSI  INO [ Lo desconoce
Mastica usted con todos sus dientes: OSI  INO [ Lo desconozco
Porque
Tiene dientes que estan mas sensibles al morder o presionar: OSI  INO [ Lo desconozco
Le afectaria a usted si tuviera que perder sus dientes OSI INO [ Lo desconozco
Cepilla sus dientes por lo menos dos veces al dia. OSI  INO [ Lo desconozco
Utiliza hilo dental, palillos dentales, irrigadores de agua OSI  INO [ Lo desconozco
;Cual?
Ha tenido usted malas experiencias con algun dentista: OSI  INO [ Lo desconozco
Sabe usted SI forma sarro o placa dentobacteriana rapidamente, £ SI T NO [ Lo desconozco
Acostumbra usted a desayunar, comer y cenar: ©SI  CNO Cualne:
Esta o ha estado usted en alguna dieta: CSI  CNO Motive:
DAMAS SOLAMENTE
Esta usted embarazada: CSI  [NO [ Lo desconozco
Espera usted embarazarse pronto: CSI ONO
Esta usted amamantando: CSI NO
Ha tenido algin aborto: CSI ONO
Ha tenido problemas con su periodo menstrual: CSI ONO
Esta usted o ha pasado su menopausia “cambio de vida™: ©SI  CNO [ Lo desconozco
Ha tenido histerectomia o alguna otra cirugia ginecologia: “SI TNO Cual:
Toma usted pildoras anticonceptivas u hormonas: CSI CONO
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Tiene usted alguna enfermedad, condicion o problema que no esté en la lista y que
crea usted que deberiamos conocer.

Por favor describalo:

Hasta donde yo conozco todas las preguntas anteriores las he contestado con la verdad y
son ciertas. Si hay algiin cambio me hago responsable de informar al Doctor.

Nombre Firma

Fecha:
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PERIODONTOGRAMA
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EVALUACION CLINICA

ANALISIS FACIAL

Tipo de cara Dolicocéfalo
Perfil Céncavo
Sonrisa Baja

EXAMEN ORAL
Dindmica dentomuscular
Tamano lengua

Estado general ATM
Forma de arco

Linea media

Plano oclusal
Rehabilitacion existente

Dientes pilares existentes
HABITOS

Bruxismo No
Apretamiento No
Habito de lengua No
Habitos orales No

ANALISIS DE OCLUSION

Normocéfalo Braquicéfalo

Normal Convexo

Normal Alta
Débil Normal Fuerte
Normal Promedio Grande
Asintomatico Incipiente Disfuncién
Triangular  Ovoide Cuadrado
Normal Desv. Der Desv. Izq
Favorable Adecuado Inadecuado
Favorable Adecuado Inadecuado
Favorable Adecuado Inadecuado
Ocasional Frecuente
Ocasional Frecuente
Si

Si, describa:

Clasificacién Angle: Tipo mordida anterior:

Derecha Izquierda

Overbite: Overjet:

Facetas de desgaste: Fremitus:

CONTACTOS PREMATUROS

Oclusién 8 | 0n s 143 k2 2 [3 516 [7 |8
Céntrica 8 |7 [6 |5 (4 |3 |2 2 (3 516 |7 |8
Lateralidad 8 [7 |6 (5[4 |3 [2]1 |1 2|3 516 [7 |8
derecha 8 |7 [6 |5 [4 |3 |2 1 12 |3 516 |7 |8

Lateralidad 81716 |5 |4

izquierda

Protrusion 817 16 |5 |4




EVALUACION RADIOGRAFICA

HALLAZGOS RADIOGRAFICOS

Reabsorcion 8 1716 |5 |4

Horizontal 8|7 16 (5|4

Reabsorcion 8 1716 |5 |4

Vertical 8 |17 16 |5 |4

Ensanchamiento |8 |7 |6 |5 |4

Ligamento 8 |7 |6 |5 |4

DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO

Factores etiologicos
Primarios

Secundarios

Diagndstico

Tipo de caso: I

PRONOSTICO

B: Bueno
R: Regular

P: Pobre 817 |6

MA: Malo Ahora [ 8|7 | 6

MF: Malo Futuro
?: Dudoso

PRONOSTICO GENERAL




PLAN DE TRATAMIENTO PERIODONTAL

1. Fase sistémica

2. Fase higiénica

3. Fase correctiva planeada
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9.3 Hoja de captura de datos por grupos

Nombre

10

10

10

10
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9.4 Hoja de captura de datos por grupos

HOJA DE CAPTURA DE DATOS POR GRUPOS

e Pacientes con obesidad y enfermedad periodontal

Paciente MicroARN IL-1B IL-6
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
e Pacientes con obesidad y sin enfermedad periodontal
Paciente MicroARN IL-1B IL-6
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10




Pacientes sin obesidad y con enfermedad periodontal

Paciente MicroARN IL-1B IL-6
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
e Pacientes sin obesidad y sin enfermedad periodontal
Paciente MicroARN IL-1B IL-6
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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