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Resumen

Antecedentes: La resorcién radicular apical externa es una pérdida de dentina y
cemento en las raices dentales. Se ha descrito una posible asociacién entre esta 'y el gen
de la IL-1B.

Objetivo. Determinar la presencia del polimorfismo rs1143634 (+3954C>T) del gen de la
IL-1B y su asociacion con la resorcion radicular apical externa post-tratamiento
ortodontico.

Métodos. Se realizaron un estudio piloto con 29 individuos tratados con aparatologia
ortodontica fija. 12 sujetos con reabsorcion radicular externa y 17 individuos controles
que no presentaron RRE durante el tratamiento ortodontico. Se genotipificé la variante
genética rs1143634 del gen IL-1B mediante PCR de tiempo final. La RRE se determiné
mediante radiografias periapicales. Para el analisis estadistico se estimo las frecuencias
alélicas y genotipicas asi como también la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Valores de p <0.05 fueron considerados significativos.

Resultados. La distribucion de los genotipos del SNP IL1B+3954 en los grupos
evaluados no mostraron diferencia estadisticamente significativa que apoyara una
asociacion entre el polimorfismo y la enfermedad (p= 0,0926). Sin embargo, el alelo T,
reportado como alelo de bajo riesgo, se encontr6 con mayor frecuencia en el grupo
control. Por otro lado se observé una diferencia significativa cuando se analizé la
distribucion de alelos en los grupos de estudio (p= 0,035), siendo el alelo T (alelo 2) mas
prevalente en el grupo control.

Conclusion. EISNP IL1B (+3954C>T) se encontro presente en la poblacidon de estudio;

Ademas, se pudo observar una posible asociacion entre los alelos del SNP y la RRE.



Palabras clave: Reabsorcion radicular, PCR, Interleuquina 1 beta, polimorfismo de
nucleotido simple (SNP), Ortodoncia. (DeCS)

Abstract

Background: external apical root resorption is a loss of dentin and cementum on the
tooth roots. It described a possible association between this gene and the IL-1B.
Objetive. To evaluate the presence of the polymorphism rs1143634 (+ 3954C> T) gene
IL-1B and its association with external apical root resorption post-orthodontic treatment.
Methods. A pilot study with 29 subjects treated with fixed orthodontic appliances were
made. 12 subjects with external root resorption and 17 control subjects who did not have
RRE during orthodontic treatment. Rs1143634 genetic variant of the IL-1B gene was
genotyped by PCR final time. The RRE was determined by periapical radiographs. For
statistical analysis, the allele and genotype frequencies as well as the deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium was estimated. P values <0.05 were considered significant.
Results. The distribution of genotypes of SNP IL1B + 3954 in the evaluated groups
showed no statistically significant difference to support an association between the
polymorphism and the disease (p = 0.0926). However, the T allele reported as low-risk
allele was found more frequently in the control group. Furthermore a significant difference
was observed when the distribution of alleles in the study groups (p=0.035) was analyzed,
with the T allele (allele 2) more prevalent in the control group.

Conclusion. The SNP IL1B (+ 3954C> T) was present in the study population; In addition,
we observed a possible association between alleles of the SNP and the RRE.
Keywords: Root resorption, CRP, interleukin-1 beta, single nucleotide polymorphism

(SNP), Orthodontics (MeSH).



Introduccion

En la actualidad el tratamiento de ortodoncia es uno de los servicios especializados mas
solicitados en la practica odontoldgica, debido a la capacidad que tiene de proporcionar
funcionalidad oclusal y estética facial. Durante y luego de este tratamiento comunmente
se puede observar un remodelado apical de los dientes, el cual es considerado como una
respuesta fisiologica adaptativa; sin embargo algunas veces por causas audn
desconocidas se puede presentar la reabsorcion radicular externa (RRE), entidad
patolégica asociada a un proceso de inflamacion cronica en donde existe una pérdida

mayor de 2 mm de cemento y dentina en la parte externa de la raiz* 2.

Se plantea que la RRE es multifactorial implicando tanto factores intrinsecos como
extrinsecos®; sugiriendo que su etiologia durante el tratamiento de ortodoncia es
compleja, ya que involucra la susceptibilidad genética, consumo de medicamentos,
tabaquismo, hormonas, edad, antecedentes familiares y personales, menopausia, tipo de
aparatologia ortoddntica, magnitud, direccidén y duracién de las fuerzas ejercidas durante
movimientos dentales*®; sin embargo, cabe aclarar que ninguno de estos factores
mencionados ha generado una evidencia solida suficiente; por lo cual en la Ultima década
se han evaluado posibles asociaciones entre la susceptibilidad de RRE y biomarcadores
genéticos; sugiriendo que el tratamiento de ortodoncia no es el Gnico agente causal de la

RRE" 8,

Entre estos biomarcadores genéticos se ha sugerido que la IL-1 (Interleuquina -1) esta
relacionada con la RRE® %0, La IL-1 es una citoquina, con dos isoformas (IL-1a e IL-1PB)

capaz de estimular la diferenciacion de los osteoclastos; especificamente se ha sugerido



gue la concentracion de IL-18 en el fluido crevicular y en el tejido gingival es notablemente
mas alta durante el tratamiento ortodontico, lo que aumenta 5,6 veces el riesgo de

reabsorcion radicular en los incisivos superiores.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia del polimorfismo rs1143634
(+3954C>T) del gen de la IL-1B y su asociacién con la reabsorcion radicular apical
externa (RRE) post-tratamiento ortodoncico, en pacientes que asisten a las clinicas de

Ortodoncia de la Universidad de Cartagena.

Materiales y métodos

Disefio de estudio

Estudio piloto de casos y controles, la muestra correspondié a 29 pacientes de ambos
sexos que culminaron tratamiento ortodéntico durante los meses de febrero de 2012 y
mayo del afio 2014. 12 participantes hicieron parte del grupo de casos, los cuales
presentaban RRE posterior al tratamiento y 17 fueron incluidos en el grupo control, los
cuales no desarrollaron RRE al término de la ortodoncia.

Para la seleccion de los participantes se planearon los siguientes criterios de inclusion y
exclusion: Pacientes sin compromiso sistémico y/o discapacidad fisica y mental, con
denticion permanente y formacién radicular completa, Pacientes sin previo tratamiento
de ortodoncia. Asi mismo se excluyeron pacientes con historia de inflamacién crénica de
la pulpay tejidos periodontales, pacientes con antecedentes de traumas dentoalveolares,
gue estuvieran consumiendo algun tipo de medicamentos como ibuprofeno, corticoides,

entre otros; fumadores y con habitos nocivos como empuje lingual.



Para iniciar los procedimientos, los examinadores fueron estandarizados en la toma de
radiografias periapicales y en la medicion de la longitud radicular, siendo seleccionado el
de mayor aproximacion a los resultados obtenidos por un radiélogo que actué como
estandar de oro. Para la concordancia intra e interexaminador se utilizé la prueba Kappa
Cohen a partir de un limite favorable de 0.80. Para la calibracion de la medicion de la
longitud radicular se utilizé como testigo un alambre de acero inoxidable 0.018 de 10 mm
de longitud sobre la superficie de la placa radiografica, luego se confirmé que la longitud

radiografica coincidiera con la longitud real.

A todos los patrticipantes se les realizd una radiografia panordmica utilizando el equipo
RX Panoramico Orto pantografo Kodak 8000c, antes de iniciar el tratamiento ortodontico;
luego de dos afios con el tratamiento de ortodoncia se les tomo otra radiografia
panoramica para evaluar los signos de RRE, identificando a aquellos dientes que
mostraran una perdida igual o superior a 2mm, a estos dientes se les tomo una radiografia
periapical, usando una reglilla milimetrada adosada a la pelicula en los dientes afectados
en ambos maxilares (equipo de rayos X marca ORIX 70 mediante la técnica de
paralelismo “66kv, 7.5 MA y 0.10 s”, con posicionadores marca RINN, con bloque de
mordida anterior BITE BLOCK XCP: 54-086). Durante la medicion radicular se tom6 como
referencia anatémica la linea amelocementaria, proyectada sobre el canal radicular hasta

el apice.



Genotipificacion

Posteriormente se tomd una muestra de células epiteliales de la boca por raspado con
baja lengua y fue guardada en buffer fosfato salino (PBS). Cada individuo se enjuagé la
boca durante 1 minuto con 5 ml de solucién de glucosa al 3%. Se utiliz6 una espatula
estéril de madera para raspar suavemente la mucosa oral de cada individuo, después del
raspado, la punta de la espatula se sumergié inmediatamente en tubos estériles de 15 ml
que contenian 3ml de solucion salina. A partir de las muestras aisladas de cada individuo

se realiz6 una extraccion de ADN.

La suspension de células epiteliales se centrifugé a 2000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante fue descartado y el pellet de células se resuspendié en 250 ul del reactivo
Ribozol (AMRESCO). El lisado fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5mL. Se dejo en
reposo durante 5 min y se adicion6 50 ul de cloroformo. Se agito vigorosamente el tubo
y se dejo nuevamente en reposo durante 10 minutos. Las muestras se centrifugaron a
12.000 xg durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa superior fue descartada y se adiciono
75uL de etanol al 100%. Se mezclé por inversion y se dejoé en reposo 3 minutos. Luego
se centrifug6 a 2000xg durante 5 minutos a 4°C y el sobrenadante fue removido. El botén
de DNA fue lavado dos veces con 250ml de solucion 0.1 M de trisodiumcitrate y 10%
etanol. Durante cada lavado, se permitié que el ADN sedimentara (con mezcla ocasional)
durante al menos 30 minutos.

Se centrifug6 a 2,000 xg por 5 minutos a 2-8 °C y el botén de DNA fue re-suspendido en
100 ml de etanol 75%. Se centrifugd a 12.000 xg durante 10 minutos y se descarto
cuidadosamente el sobrenadante. Finalmente, el ADN fue rehidratado con 50 ul de agua

libre de DNasas.



Una vez obtenido el ADN fue realizada una PCR para amplificar una region del gen de
IL-1B8 que porta el polimorfismo +3954. La PCR se llevé a cabo utilizando un juego de
oligonucleétidos, que amplifica un fragmento de 194pb del gen IL-1B2. Primer izquierdo:
5-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAA-3, Primer derecho: 5'-
GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3'. ElI ADN fue amplificado en un volumen de reaccion
de 25uL, que contiene 12.5uL de la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.2
UM de cada primer y 5 pL de ADN molde. La reaccion se llevd a cabo en un
termocicladorPerkinEImer® bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95°C por 2 min, seguido por 38 ciclos de 95°C por 1 min, 67°C por
1 min, y 72°C por 1 min, con un ciclo de extension final a 72°C por 8 min. El producto de
PCR fue digerido con 10 unidades por 30uL de reaccidén de Taq | a 65 °C durante 2 horas.
Los productos resultantes son de 85 pb + 97bp para el alelo 1 y un unico fragmento de
182pb para el alelo 2. En ambos casos, una banda constante de 12 pb también fue
generada, la cual sirve como un sitio de restriccidon de control (Figura 1). Todos los
productos fueron visualizados en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio 0.5ug/ml,

mediante un transiluminador de luz UV.

Analisis estadistico

Para los andlisis estadisticos se emplearon los software estadisticos SPSS v19 (IBM®
SPSS® Statistics 20; IBM Corp., USA) y GraphPad Prism 6.0 software para Windows. Se
estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas; ademas, se evalud la desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg de las frecuencias alélicas y se compararon entre cada
individuo mediante la prueba de y?de Pearson con razén de verosimilitud para identificar

la asociacion genéticas. La estimacion de Odd ratio [IC 95%] se realiz6 mediante un



modelo de regresion logistica ajustado por covariables como sexo y edad. Valores de p
<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Por otro lado, para determinar el efecto de otras variables como sexo, edad, raza,
consumo de alcohol y tabaco; se aplicé el test exacto de Fischer con un limite de decision

de 0.05.



Resultados

La edad promedio fue de 23,9 £9,58 afios en el grupo control y 35,0 £11,39 afios en el
grupo con RRE. Se encontraron diferencias significativas en el grupo de 35 a 45 afios
entre los grupos evaluados (p=0,0248). Respecto a la composicidn étnica, los mestizos

fueron mas prevalentes que los blancos y negros (Tabla 1).

La calidad del ADN extraido se determind mediante espectrofotometria y PCR del gen
GAPDH. De las 35 muestras, seis no amplificaron el fragmento de GAPDH vy por lo tanto
fueron descartadas para realizar la determinacion del polimorfismo de IL1p3. De los 29
productos de PCR del gen IL1B sometidos a digestion con la enzima Tagl, 21 mostraron
una sola banda de 90 pb en el gel de agarosa, indicando la digestién total del producto
(homocigosis); 2 mostraron una banda de 194 pb (producto no digerido); y 6 presentaron
dos bandas, una de 194 pb y otras de 90 pb, lo que indica la heterocigosis del

polimorfismo (Figura 2).

La distribucién de genotipos y alelos del polimorfismo (+3954) de IL1B es mostrada en la
tabla 2 y se encontr6 que la distribucion de los genotipos estaba en equilibrio de Hardy-
Weinberg (x*= 2.193, p= 0.1386). La evaluacién de la distribucién de los genotipos fue
llevada a cabo comparando individuos con tratamiento ortoddntico con y sin resorcion
radicular externa. No hubo una diferencia estadisticamente significativa cuando se
comparo la presencia del polimorfismo en el grupo control y en el grupo con RRE (p=
0,0926) (Figura 3). Pero si se observé una diferencia significativa cuando se analizé la
distribucion de alelos en los grupos de estudio (p= 0,035), siendo el alelo T (alelo 2) méas

prevalente en el grupo control.



Discusion

La realizacion de procedimientos estandarizados y calibrados permite obtener resultados
confiables, ademas a través de estos resultados es posible hacer estimaciones sobre la
distribucion genotipica y alélica del polimorfismo (+3954) de IL-1 beta en la poblacion de

estudio y su posible relacién con la aparicidén de la reabsorcién radicular externa.

Los resultados sugieren que no existe asociacion estadisticamente significativa entre los
genotipos del polimorfismo (+3954) de IL-1 beta con la presencia de reabsorcion radicular
externa. Sin embargo se logré determinar que el alelo T fue mas frecuente en el grupo
control, lo que posiblemente puede sugerir que existen un componente genético
relacionado con la presencia de RRE, lo que demuestra la necesidad de realizar otras
exploraciones donde se evallen otros tipos de polimorfismos y genes, que logren
demostrar de forma veraz que la presencia de RRE posiblemente podria estar mas
relacionada con un factor intrinseco de tipo genético que con el tratamiento de ortodoncia.
En este sentido Al-Qawasmi'! quien evalué la predisposiciéon genética a la reabsorcion
apical concluyendo que el alelo T del gen en estudio puede ser considerado como alelo

de bajo riesgo.

Los hallazgos del presente estudio son similares a los reportados Tomoyasu? quien no
encontré asociacion estadisticamente significativa entre la presencia del polimorfismo de
IL-1B y la presencia de RRE en poblacién Japonesa; asimismo Wu'2 quien a través de
un metanalisis recopil6 los resultados de 7 investigaciones concluy6 que las variantes
genotipicas (CC y CT) del polimorfismo 3954 C> T de la IL-1B no se asocia con el riesgo
de RRE en comparacion con los homocigotos TT, ademas sugirié que tampoco existen

asociaciones en modelos dominantes y recesivos. Del mismo modo Linhartova!* no logré



establecer asociacion entre el polimorfismo del gen IL1 y la RRE en pacientes con

ortodoncia.

Contrario a esto, autores como Iglesias-Linares!® afirman que el desarrollo de la RRE en
sujetos que se someten a un tratamiento de ortodoncia puede ser atribuible a las
variaciones genéticas en el gen de la interleucina-1B; asimismo Bastos!® encontr6
asociacion entre el polimorfismo del gen IL-1B y la RRE en poblacion brasilera, sugiriendo
que el alelo 1 tienen mayor predisposicion en sujetos con RRE. En este sentido el
polimorfismo analizado en este estudio ha sido reportado como un polimorfismo
funcional, es decir, que puede alterar la funcion del gen IL-1B, entre los modelos que se
han propuesto para explicar la forma en que el genotipo de IL-1B modula el grado de
reabsorcion radicular experimentado durante el movimiento dental ortodontico, esta el
que sugiere que el SNP afecta la produccion de IL-1b en el caso del alelo C, lo que resulta
en modelado del hueso relativamente menos catabdlico en la interfaz hueso cortical del
ligamento periodontal (PDL) a causa de la disminucion del niumero de osteoclastos

asociados con niveles mas bajos de esta citocina.

Teniendo en cuenta todos estos hallazgos se podria pensar que aun no esta totalmente
claro si el polimorfismo de la IL-B esta relacionado con la presencia de RRE en individuos
sometidos a tratamientos de ortodoncia, por lo cual son necesario mas exploraciones que
incluyan un mayor niumero de variables, ademas otra explicacion que se podria dar a los
reportes contradictorios encontrados en la literatura es que los polimorfismo pueden
cambiar sustancialmente dependiendo de raza o poblaciones especificas; en este sentido
se ha sugerido que las poblaciones asiaticas tienen una mayor frecuencia del genotipo

CC del polimorfismo IL-1B que otros grupos étnicos; Del mismo modo Al-Qawasmil!



inform6 de que en poblacién caucasica, los individuos con el genotipo CC del
polimorfismo IL-1B tienen un alto riesgo de RRE. En el estudio de Tomoyasu®? la
poblacién caucéasica Europea tuvo el alelo T con una frecuencia de 29,2%, mientras que

la poblacion japonesa este mismo alelo tuvo una frecuencia de 5,6%.

Asimismo en diversos estudios que intentan hallar una relacion entre factores genéticos
y la enfermedad periodontal se han propuesto la estratificacion de la poblacion por
factores como el trasfondo étnico y el consumo de tabaco entre otros, ya que se ha
encontrado que la frecuencia de muchos alelos genéticos varia entre los grupos étnicos,
y varios estudios han encontrado resultados contradictorios al comparar entre distintas
poblaciones?®. Sin embargo, esta alternativa no es viable cuando el nimero de individuos
estudiados es pequefio, ya que esto limita el poder estadistico para detectar factores con
una menor influencia en la patologia. En este estudio también se evaluaron las variables
sexo, raza, consumo de alcohol, tabaco y factores biolégicos cémo la vitalidad dental, los
cuales fueron muy uniformes a lo largo de la poblacion, por lo que no se encontré
asociacion entre estas variables y la aparicion de RRE después del tratamiento

ortodontico.

A partir de los datos obtenidos en el presente estudio piloto, se concluye que el SNP IL1B
(rs1143634) se encuentra presente en la poblacion del estudio. Ademas, se pudo
observar una posible asociacion entre los alelos del SNP y la RRE. Estos resultados son
promisorios para el desarrollo a gran escala de un estudio de asociacién con variantes

genéticas de la IL-1B.
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Anexos

Figura 1. Posicién del gen de IL-1B

e 205105
Gen IL1B b —h ] 7029pb

Producto de PCR
Digerido con Tagql m 194pb

Posicion del gen de IL-1B en el brazo largo del cromosoma 2 y ubicacién del polimorfismo

(C/T) y los sitios de corte de la enzima Taqgl en el fragmento amplificado por PCR.



Tabla 1. Descripcién de los individuos estudiados en el grupo control y el grupo con
RRE

Variable Grupo control  Grupo con RRE

Sexo (%)
Femenino 18 (81,8%) 6 (46,2%)
Masculino 4 (18,2%) 7 (53,8%)
Edad (afios) 23,9 £9,58 35,0 £11,39
13-23 15 (68,2%) 2 (15,4%)
24 - 34 2 (9,1%) 3(23,1%)
35-45 4 (18,2%) 6 (46,2%)

>46 1 (4,5%) 2 (15,4%)




Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR

OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR OR R OR OR OR OR OR C-
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Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR del gen IL-1B digerido con la enzima de
restriccién Tagql. En el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular, el tamafio del producto no
digerido es de 194 pb.



Tabla 2. Distribucién de los genotipos y alelos del polimorfismo (+3954) de IL-1 beta en los grupos

de estudio.

Genotipo o alelo Grupo Grupo valor p* OR®? Intervalos de
control RRE confianza
(n=17) (n=12)

Genotipo IL-1B

CC 10 (58.82%) 11 (91.67%)

CT 5 (29.41%) 1(8.33%) 0,1819 0,1818 0,0180-1,836

TT 2 (11.76%) 0(0.0%) 0,4783 0,1826 0,00782-4,263

Alelo

C@®) 25 (73.53%) 23 (95.83%)

T (2) 9 (26.47%) 1(4.17%) 0,0354* 0,1208 0,01417-1,029

*El valor p fue calculado mediante la prueba exacta de Fisher. 2®0OR: Odds Ratio



Figura 3. Genotipos por grupos
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