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Resumen

Introduccién: La periodontitis apical crénica (PAC) es una inflamacién que afecta los
tejidos alrededor del diente, incluyendo el hueso alveolar y el ligamento periodontal. El
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL, por sus siglas en
inglés), producido por osteoclastos y células T activadas, estd implicado en la resorcion
Osea caracteristica de la PAC. El polimorfismo de nucledtido Unico (SNP, por sus siglas en
inglés) rs9594738 C>T puede tener un efecto sobre la expresion de RANKL, pero la
asociacion entre la variante polimorfica en poblacién del occidente de México vy la
susceptibilidad de la enfermedad continla siendo desconocida. Objetivo general: Evaluar
la asociacion de la variante polimorfica rs9594738 C>T de RANKL con las frecuencias
genotipicas y alélicas en pacientes con PAC. Metodologia: Se incluyeron 151 pacientes con
PAC y 148 sujetos clinicamente sanos (CCS); la variante rs9594738 del gen 7NFSFT7
(RANKL) se determind por medio de sondas TagMan con la técnica de reaccidon en
cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR, por sus siglas en inglés) (Cat. 4351379,
Applied Biosystems) a partir de ADN gendmico; se calcularon las frecuencias genotipicas
y alélicas, el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), las razones de probabilidad, y los
intervalos de confianza (IC) del 95%; el nivel de significancia estadistico fue de un alfa del
5% (p<0.05). Resultados: Segun el EHW, la poblacién de CCS se encuentra en equilibrio.
El genotipo polimorfico (TT) fue el mas prevalente en el grupo de PAC, sin significancia
estadistica. No hubo diferencias significativas entre la distribucion genotipica y alélica
para ambos grupos. Conclusiones: La variante polimérfica rs9594738 para RANKL no es
un marcador genético de susceptibilidad en pacientes con PAC pertenecientes al
occidente de México.

Palabras clave: Periodontitis apical cronica (PAC); RANKL; rs9594738.

Introduccién

La periodontitis apical (PA) es una enfermedad inflamatoria crénica de origen
infeccioso que afecta los tejidos de soporte dental, tales como el hueso alveolar, cemento
radicular y ligamento periodontal. La PA se presenta aproximadamente en el 40% de los
adultos a nivel mundial y su prevalencia aumenta con la edad del paciente [1,2]. En esta
enfermedad, la respuesta inmunitaria del hospedero ante la acumulacion de bacterias en
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el tejido, como Porphyromonas gingivalis o Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
suele presentarse de forma aguda o crénica [3]. Mientras que en el periodo asintomatico
la evaluacion de la PA principalmente se basa en exdmenes radiograficos, la
sintomatologia orienta al diagnéstico conforme el dolor se incrementa y se forman
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Abstract

Introduction: Chronic apical periodontitis (CAP) is an inflammation affecting the tissues surrounding the tooth,
including the alveolar bone and the periodontal ligament. The receptor activator of nuclear factor kappa B ligand
(RANKL), produced by osteoclasts and activated T cells, is implicated in the characteristic bone resorption
observed in CAP. The single nucleotide polymorphism (SNP) rs9594738 C>T may influence RANKL expression, but
the association between this polymorphic variant in the population of Western Mexico and disease susceptibility
remains unknown. Qverall Objective: To evaluate the association of the polymorphic variant rs9594738 C>T in
RANKL with genotypic and allelic frequencies in patients with CAP. Methodology: A total of 151 patients with CAP
and 148 clinically healthy subjects (CHS) were included. The rs9594738 variant of the 7NFSF77 gene (RANKL) was
determined using TagMan probes with quantitative polymerase chain reaction (qPCR) technique (Cat. 4351379,
Applied Biosystems) from genomic DNA. Genotypic and allelic frequencies, Hardy-Weinberg equilibrium (HWE),
odds ratios (OR), and 95% confidence intervals (Cl) were calculated. The statistical significance level was set at an
alpha of 5% (p<0.05). Results: According to HWE, the CHS population is in equilibrium. The polymorphic genotype
(TT) was the most prevalent in the CAP group, without statistical significance. There were no significant differences
in genotypic and allelic distribution between both groups. Conclusions: The polymorphic variant rs9594738 for

RANKL is not a genetic marker of susceptibility in patients with CAP from Western Mexico.

Keywords: Chronic apical periodontitis (CAP); RANKL; rs9594738.

abscesos en los sitios afectados por caries o
enfermedad periodontal [4].

Existe evidencia de que la bacteriemia e
inflamacién sistémica de bajo grado asociadas con
la PA pueden afectar negativamente a la salud en
general. En pacientes que padecen PA se ha
reportado un riesgo incrementado de enfermedad
cardiovascular, ateroesclerosis, y diabetes mellitus
(DM). Por otro lado, pacientes con trastornos
autoinmunes, como en colitis ulcerosa, enfermedad
de Crohn, artritis reumatoide y psoriasis, muestran
una mayor prevalencia de PA y peor prondstico
postratamiento debido a la respuesta inmune
desregulada propia de su padecimiento de base [5].

La PA crénica (PAC) es una de las secuelas de
la infeccién primaria del conducto radicular, la cual
se promueve por un proceso de inflamacion
persistente en el tejido periapical que, en
consecuencia, incrementa la resorcion Osea y la
formacién de lesiones en el sitio de la infeccion [5].
Las lesiones presentadas en este padecimiento se
deben, en esencia, a los procesos de formacion y
resorcion ésea, llevados a cabo por los osteoblastos
y osteoclastos, respectivamente; mismos que son
dependientes del receptor activador para el factor
nuclear kappa-B (RANK) y su ligando (RANKL, por
sus siglas en inglés). También se enlistan otros
factores propiciantes, como las interacciones
bacterianas patdgenas, la actividad proliferativa de
células epiteliales y una respuesta inmunitaria

impulsada por citocinas, quimiocinas, y la
polarizacién de células Th1y Th17 [6,7]. En la PA, se
ha asociado la expresion de RANKL por parte de
osteoblastos, monocitos, células  dendriticas,
fibroblastos, células endoteliales y epiteliales, y de
linfocitos T activados, con la destrucciéon oOsea
caracteristica de este trastorno inflamatorio [1,6,7].

El descubrimiento del RANKL ha sido clave
para entender cdémo esta citocina induce
directamente la osteoclastogénesis, proponiéndose
asi una explicacion mas clara del mecanismo para la
resorcion Osea alveolar en la periodontitis y de
procesos homeostaticos (supervivencia y activacion
de osteoclastos) [8]. RANKL es un polipéptido de
314 aminoacidos que se encuentra codificado por el
gen TNFST], miembro de la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), y se
expresa en forma de proteina unida a la membrana
o en forma secretada. Es el regulador maestro de la
diferenciacién de los osteoclastos y desempefia un
papel importante en la resorcion dsea periodontal
[910]. La union de RANK con su ligando puede
transmitir una sefial en forma bidireccional que
logra activar a los osteoclastos y a los osteoblastos
por medio de una cascada de sefializacion de los
receptores asociados al TNF, como lo son el NF-kB y
la proteina c-Fos [10,11]. Debido a que en pacientes
con PA y PAC esta reportada una alta expresién de
RANKL en tejido, diversos estudios se han enfocado
en dilucidar el papel de la resorcién 6sea mediada
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por RANKL, asi como su intervencién en la
promocién de supervivencia y activacion de los
osteoclastos [10-12].

Como toda enfermedad que conlleva un
involucro de tipo inflamatorio, la presencia de
factores genéticos puede afectar la respuesta que
presenta el hospedero. Visto de esta manera, varios
estudios epidemioldgicos genéticos han logrado
demostrar la asociacion de ciertos genes con la
patogénesis de la PA [13]. Aqui, el enfoque principal
han sido los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP, por sus siglas en inglés), que se definen como
la variacién en la posicidon de una base nitrogenada
Unica en la secuencia de ADN que afecta a mas del
1% de la poblaciéon. Los SNP pueden conllevar un
efecto en la regulaciéon de la proteina, la actividad
de esta 0 en su produccion [14]. Por ello, pueden
fungir como biomarcadores genéticos, tipicamente
para detectar susceptibilidad genética ante una
cierta enfermedad [14].

La importancia de los polimorfismos radica en
la informacion clave que aportan a la comprension
de una enfermedad, principalmente en cuanto a la
predisposicidon genética resultante; si bien existen
SNP en los genes que codifican para RANKL que
confieren un cierto grado de proteccién o algun tipo
de efecto en la transcripcion o expresion de la
proteina, otros se han asociado con una mayor
incidencia de la PA [15,16]. De los diversos SNP para
RANKL, la variante rs9594738 (C>T), ubicada en una
region intronica del cromosoma 13, se ha asociado
con un riesgo disminuido de PA en presencia del
alelo menor (T) [13,15,17]. En este sentido, un estudio
llevado a cabo en poblacion brasilefia reportd que
los sujetos portadores del alelo T de la variante
rs9594738 tenian una menor probabilidad de
padecer PA persistente [15]. Otros estudios han
reportado que la expresion del alelo menor (T) en
pacientes con osteoporosis se asocia de forma
positiva con la densidad mineral dsea, es decir, que
los portadores del alelo polimérfico presentan
menor frecuencia de fracturas o resorcion osea [17-
19]. Por otro lado, la variante rs9594738 con el
genotipo TT se ha asociado con un incremento en la
expresion de RANKL en fibroblastos de la unidon
periodontal [13,20]. De acuerdo con la evidencia, el
genotipo homocigoto TT capaz de estar presente en
la variante rs9594738 de RANKL podria, entonces,
originar un proceso distréfico en el periodonto [20].

En México aln no se cuentan con estudios de
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asociacion genética entre la variante polimorfica y la
susceptibilidad de la PAC, mucho menos en
poblacién del occidente de México. Por lo que
continla siendo un area de oportunidad para
desarrollarse, en aras de encauzar los esfuerzos de la
comunidad  cientifica hacia el tratamiento
personalizado de esta enfermedad bucal comun.

Métodos

Se genoatipificaron a 151 pacientes con PAC y
148 controles clinicamente sanos (CCS), procedentes
del occidente de México que acudieron al servicio
de Endodoncia (posgrado) de las Clinicas
Odontoldgicas Integrales de la Universidad de
Guadalajara. La frecuencia del alelo menor (MAF,
por sus siglas en inglés) reportada para poblacion
latinoamericana en la base de datos de
1000Genomes  (https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/
rs9594738) es de 4117%, y fue utilizada como
referencia para esta investigacion ya que este SNP
no habia sido estudiado en poblacion mexicana.

La pureza y la concentracion de las muestras
de ADN gendmico del biobanco se establecieron
con una relacién entre 1.7 y 2.0 (aceptable) de
absorbancia  260/280 nm  medida con
espectrofotometria. La concentracién final de las
muestras resultd entre 2 y 20 ng/pL. Para la
determinacion del polimorfismo rs9594738 se
emplearon sondas TagMan (Cat. 4351379, Applied
Biosystems) con la técnica de reaccidon en cadena de
la polimerasa cuantitativa (qPCR, por sus siglas en
inglés). Se calcularon las frecuencias genotipicas y
alélicas; el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se
obtuvo mediante el software SNPStats [21] en los
CCS; se hizo un analisis de distribucion para
comparar las frecuencias genotipicas y alélicas con la
prueba Ji-cuadrada (X?); y se estimé la medida de
asociacién de razén de momios (Odd’s Ratio [OR]). El
nivel de significancia estadistico fue de un alfa del
5% (p<0.05).

Resultados

De acuerdo con el andlisis del EHW, los CCS
se encuentran en equilibrio (Tabla 1). Lo que implica
la ausencia de alteraciones alélicas y genotipicas a lo
largo del tiempo en la poblacién de estudio. La
distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas
para la variante rs9594738 C>T de RANKL en
poblacion del occidente de México se muestra en la
Tabla 2. Las frecuencias genotipicas y alélicas no
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mostraron diferencias significativas entre el grupo
de PAC y los CCS. Las frecuencias del genotipo TT
(homocigoto polimérfico, 46.4%) en pacientes con
PAC fue mayor que en los CCS (38.5%), mientras
que el genotipo CT fue menor en los pacientes con
PAC (38.4%) que en los CCS (45.3%). A pesar de no
encontrar asociacién del genotipo TT con PAC,
resultaria importante evaluar en futuros estudios la
expresion de RANKL en poblacién mexicana con
PAC por medio de ARN mensajero (ARNm). Esto en
base a investigaciones como la de Kuchler et aj,
quienes reportaron que el genotipo TT de la variante
rs9594738 se relaciond con una mayor expresion de
RANK, asociado a su vez con un proceso de
resorcion osea acentuado [15].

En nuestro estudio, la frecuencia del alelo T

fue menor en pacientes con PAC (53.6%) en
comparacién con los CCS (61.5%), sin ser
estadisticamente significativo; en contraste con un
estudio de poblaciéon brasilefia, donde se reportd
una asociacion entre el alelo polimérfico con un
menor riesgo de PA [15].

La frecuencia del alelo T en CCS y PAC resultd
mayor que la reportada en el proyecto de
71000Genomes para poblacién de Los Angeles (EUA)
con ascendencia mexicana (T= 359%) y para la
poblaciéon latinoamericana (T=  41.17%); pero
coincide con la reportada para poblacién europea,
en las que el alelo T es mas frecuente (T= 56%) [13,
17]. Lo anterior puede explicarse debido a una
mayor penetrancia del alelo T en la poblacién de
mestizos del occidente de México.

Tabla 1. Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg para la variante rs9594738 C>T de RANKL

Genotipo Valores observados Valores esperados p
CcC 24 22 0.6°
cT 67 70

T 57 55

Total 148 147

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianza al 95%. °Prueba Ji-cuadrada.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas para la variante rs9594738 C>T de RANKL

Frecuencias genotipicas e ccS

Frecuencias alélicas

C

n (%)
23 (15.2%)
58 (38.4%)
70 (46.4%)

70 (46.4%)

n (%)
24 (16.2%)
67 (45.3%)
57 (38.5%)

57 (38.5%)

OR IC 95% p
1.00

0.70 0.43-116 0.37°
0.78 0.40 - 153

1.00

T

81(53.6%)

91 (61.5%)

0.72

0.46 - 115

0.17°

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianza al 95%. *Prueba Ji-cuadrada.

Conclusiones

El presente proyecto tuvo como objetivo
evaluar la asociacion de la variante polimoérfica
rs9594738 C>T en el gen de RANKL en pacientes
con PAC. Los resultados del grupo de estudio (PAC)

y de los CCS no demostraron una asociacion
estadisticamente significativa entre el polimorfismo y
la susceptibilidad de la enfermedad. En cuanto a los
hallazgos citados previamente que sugieren una
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importancia clinica del genotipo de la variante
rs9594738 C>T en RANKL, ya sea homocigoto
polimérfico  (variante distréfica) o heterocigoto
(variante protectora), el IC del 95% de la razén de
momios obtenido para la presencia del alelo menor
fue de 046 a 115 (p=0.17). Esto imposibilita
establecer una asociacidn, directa o inversa, entre la
frecuencia del alelo T y la incidencia de PAC. Por lo
tanto, tomando como base este estudio, la variante
polimorfica rs9594738 no puede ser considerada un
marcador genético de susceptibilidad para pacientes
con PAC del occidente de México.

Es debido sefialar que una de las limitaciones
principales del estudio fue el tamafo de muestra.
Por lo que se recomienda considerar una (n) mayor
para proximos estudios enfocados en esta linea de
investigacion.

Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 de acuerdo con los
lineamientos de la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el Comité de Etica en Investigacion,
Investigacion y Bioseguridad del Centro Universitario
de Ciencias de la Salud (niumero de aprobacién
Cl/01515).
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