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1. RESUMEN

Amelogénesis imperfecta (Al) es un término utilizado para describir un grupo
de desérdenes hereditarios de manifestacion clinica y genética heterogénea, de
baja prevalencia, que afectan el desarrollo del esmalte dentario, causando
anomalias en su cantidad y calidad. Las Al se clasifican en 14 subtipos distintos
basados en el fenotipo clinico, rasgos secundarios especificos (como textura y
localizacion de los defectos del esmalte) y patrén de herencia.

Hasta la fecha, se han descrito al menos 13 genes relacionados con casos
de Al no sindrémica. El gen amelogenina (AMELX) es el principal gen relacionado
con Al con patrones de herencia ligada al cromosoma X y se asocia con fenotipos
hipoplasicos/hipomaduros. Actualmente, se han reportado 21 mutaciones en este

gen.
El propdsito de este trabajo fue identificar mutaciones descritas o0 nuevas
variantes de secuencia en el gen amelogenina (AMELX), usando DNA amplificado

de un sujeto afectado perteneciente a una familia Colombiana con Al hipoplasica
que presenta un probable patron de herencia ligado al cromosoma X.

Para llevar a cabo el estudio, se realiz6 un analisis clinico, genealdgico y
radiografico del probando con los datos obtenidos por las tutoras asociadas. El
analisis genético molecular consistié en la secuenciacién completa del gen AMELX
incluyendo region promotora y regiones codificantes, mas secuencias intronicas
circundantes, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) vy
secuenciacion directa de fragmentos de ADN amplificado del probando y de un
sujeto control. Posteriormente, las secuencias fueron comparadas con la secuencia
de referencia de AMELX (NM_012090.1). Paralelamente, se realizd un analisis
bioinformatico de las principales variantes exonicas, intréonicas y del promotor del
gen AMELX, con el objetivo de conocer el potencial efecto que éstas podrian causar

en el gen si se encontraran presentes en la secuencias del paciente.



El analisis de los resultados no evidencidé la presencia de ninguna de las 21
mutaciones reportadas o nuevas variantes de secuencia. Sin embargo, no se puede
descartar la presencia de una mutacion en alguna regidon no cubierta en este estudio
u en otro gen del cromosoma X. Por otra parte, los resultados del analisis
bioinformatico mostraron que algunas variantes missense € intronicas poseen un

alto potencial de causar un efecto danino en la proteina y/o en su procesamiento.
Sin embargo, estas variantes tampoco fueron encontradas en el rastreo de la
secuencia.

Los resultados obtenidos en este estudio refuerzan el concepto de una
enfermedad con manifestacion clinica y genética heterogénea, causada en este

caso probablemente por un gen distinto a amelogenina.



2. INTRODUCCION

2.1MARCO TEORICO

2.1.1 AMELOGENESIS IMPERFECTA.

Amelogénesis imperfecta (Al) es un término utilizado para describir un grupo
de desdrdenes hereditarios de manifestacion clinica y genética heterogénea, que
afectan el desarrollo del esmalte dentario, causando anomalias en su cantidad y
calidad (Witkop 1988; Neville y cols., 1995; Saap y cols., 1998). A menudo estas
anomalias se pueden presentar con otras manifestaciones ectodérmicas o
sistémicas (Al sindromicas). La estructura y apariencia del esmalte pueden estar
afectadas en denticion primaria y permanente (Aldred y cols., 2003; Gadhia y cols.,
2012) y ésta puede ser ampliamente variable, desde formas leves donde sdlo hay
una decoloracion del esmalte a formas en que la hipocalcificacion del esmalte causa
la fractura de éste tempranamente luego de que el diente ha erupcionado en boca
(Wright y cols., 1995).

Adicionalmente, se han reportado otras caracteristicas clinicas asociadas
con Al como retraso en la erupcion, microdoncia, resorcion radicular, raices cortas,
pulpolitos, dens in dente, agenesia dental, agrandamiento gingival, gingivitis y
periodontitis. También se han reportado anormalidades esqueletales como
sobremordida y mordida cruzada (Poulsen y cols., 2008; Gadhia y cols, 2012). Lo
anterior ocasiona problemas estéticos, funcionales, psicolégicos y sociales al
individuo afectado, los que pueden ser manejados con intervenciones tempranas
tanto preventivas como restauradoras y con un tratamiento que debera prolongarse
hasta la edad adulta, considerando siempre un equipo multidisciplinario (Crawford
y cols., 2007).

2.1.2 PREVALENCIA.

La prevalencia reportada de la Al varia ampliamente en la literatura. Estudios
han reportado prevalencias entre 43:10.000 en Turquia (Altug-Atac 2007),
14:10.000 en Suecia (Backman y cols., 1986), 10:10.000 en Argentina (Sedano y



cols., 1975), 1.25:10.000 en lIsrael (Chosack y cols., 1979) y 1:14,000 en Estados
Unidos (Witkop, 1976). Las Al de tipo hipoplasica representan entre 60-73% de los
casos, las Al tipo hipomadura representan 20-40% y las Al de tipo hipocalcificada
representan un 7% (Rajendran y cols., 2007). Se ha descrito también que las formas
autosdmicas recesivas son las mas prevalentes en Medio Oriente y algunas partes
de Asia, mientras que formas autosémicas dominantes son mas prevalentes en
Estados Unidos y Europa (Witkop, 1976; Chosack y cols., 1979).

2.1.3 CLASIFICACION.

Las Al se clasifican en 14 subtipos distintos basados en el fenotipo clinico,
rasgos secundarios especificos (como textura y localizacion de los defectos del
esmalte) y patron de herencia (Witkop, 1989). También se han descrito otros
sistemas de clasificacion en la literatura. Un reciente estudio discute clasificaciones
utilizadas y propone un nuevo modelo de clasificacion de Al basado en 4 criterios:
1) patréon de herencia: autosdmico dominante, autosémico recesivo, ligado a X y
caso esporadico; 2) base molecular: localizacion cromosdémica/locus/mutacion; 3)
resultado bioquimico: posible resultado/efecto de las mutaciones cuando se
conocen; 4) fenotipo: Al hipoplasica, hipocalcificada, hipomadura, hipomadura-
hipoplasica con taurodontismo (Aldred y cols., 2003).

Clinicamente, es posible distinguir cada subtipo de Al, como se indica a
continuacion :

Al Hipoplasica (AIHP): Se caracteriza por un esmalte con un grosor disminuido
debido a un defecto en la formacion normal de la matriz. Se observan fositas y
hendiduras, la dureza del esmalte y su translucidez es normal y radiograficamente
éste presenta un contraste normal con la dentina.

Al Hipocalcificada (AIHC): El esmalte presenta un grosor normal, la estructura del
tejido es deébil, presenta apariencia opaca o tizosa, esmalte manchado que
rapidamente se fractura, radiograficamente es menos radiopaco que la dentina.

Al Hipomadura (AIHM): El esmalte presenta un grosor normal pero con apariencia
moteada, también se observan manchas blanco-opacas en la superficie del esmalte

(dientes con gorro de nieve). El esmalte es levemente mas fragil que en un diente



normal y retiene proteinas del tipo amelogenina. Radiograficamente, tiene una
radiopacidad similar a la dentina.

Al Hipomadura-Hipoplasica con Taurodontismo (AIHPT): El esmalte presenta
una apariencia combinada entre hipoplasia e hipomaduracion y los dientes
presentan una camara pulpar alargada con el piso de ésta y la furca desplazada

apicalmente (Sapp y cols.,2005; Hu y cols,2007).

2.1.4 ETIOLOGIA GENETICA DE LAS Al.

Las Al son desordenes hereditarios del esmalte, clinica y genéticamente
heterogéneos, por lo que se presentan con gran variabilidad fenotipica y diversos
patrones de herencia, ya sea, autosdmicos o ligados al cromosoma X, dominantes
y/o recesivos en ambos casos (Crawford y cols., 2007; Urzua y cols., 2011).

Actualmente, se conoce que las Al no sindromicas de tipo hipoplasicas
pueden ser ocasionadas por mutaciones en los genes AMELX (amelogenina),
ENAM (enamelina), AMBN (ameloblastina), LAMB3 (cadena 3 de laminina 332),
ITGB6 (cadena (36 de integrina) y COL17A1 (cadena a1 del colageno XVII) (Wright
y cols., 2015). Las Al de tipo hipomaduras se han asociado a mutaciones en los
genes MMP20 (enamelisina), KLK4 (calicreina 4), WDR72 (proteina 72 con
repetidos WD), C4orf26 (fosfoproteina acidica), SLC24A4 (Transportador de solutos
24, miembro A4) y STIM1 (molécula 1 de interaccién estromal) (Moradian-Oldak,
2012; Kim y cols., 2008; El-Sayed y cols., 2009; Parry y cols., 2012; Parry y cols.,
2013). Por otra parte, el unico gen cuyas mutaciones han sido asociadas con Al de
tipo hipocalcificada es FAM83H (familia con similitud de secuencia 83, miembro H)
(Zhang y cols., 2015; Urzua y cols., 2015).

Otros estudios, sugieren como posibles genes candidatos para Al a ODAM
(Odontogenic Ameloblast-associated protein) y AMTN (amelotina). En Al
sindromicas se ha encontrado asociacion de mutaciones en genes como LTBP3,
FAM20A, CNNM4, ROGDI'y FAM20C. Casos de Al sindromica y no sindromica se
han asociado a genes como COL17A1, LAMA3, LAMB3y DLX3 (Seymen y cols.,
2015).



2.1.5 GEN AMEL Y SU PRODUCTO GENICO: AMELOGENINA.

Amelogenina es la proteina mas abundante de la matriz extracelular del
esmalte en desarrollo (Fincham y cols.,1991 ; Salido y cols., 1992). El gen que
codifica la proteina amelogenina se denomina AMEL y existen dos formas de éste
en los mamiferos (genes duplicados); uno se ubica en el cromosoma sexual X
(AMELX) y el otro en el cromosoma sexual Y (AMELY). En hombres, AMELY se
expresa en muy bajo nivel, no tiene una fuerte restriccion funcional y esta
enmascarado por la funcién del homologo ligado a X. Ademas, al ser su expresion
muy baja no puede recuperar la funcién de su homdélogo, por lo tanto, AMELX es el
principal participante en la organizacion y estructura del tejido adamantino (Hart y
cols., 2002; Kim y cols., 2004; Kida y cols., 2007).

El gen AMELX (locus AIH1,Xp22.3), esta constituido por 7 exones,
abarcando una longitud total de 8 kb en el genoma, de la cual parte del exon 2, los
exones 3, 5, 6 y parte del exén 7 codifican para la proteina amelogenina (Figura
1A). En humanos, existen 3 isoformas de amelogenina, producto del procesamiento
alternativo de su ARN mensajero (Sasaki y cols., 1995). Amelogenina, es una
proteina hidrofdbica, rica en prolina, que posee un péptido sefal acidico de 16
aminoacidos y es secretada primariamente como una cadena de 175 aminoacidos
(Wright y cols., 2003). La secuencia aminoacidica de amelogenina puede ser
dividida en 3 dominios en su estructura primaria (Figura 1B), basados en diferencias
en su composicion: a) un dominio N-terminal hidrofébico de 45 aminoacidos que
contiene 6 residuos de tirosina (region llamada TRAP por tyrosine-rich amelogenin
peptide), b) una regidn central hidrofébica formada por 100 a 130 residuos ricos en
prolina, leucina, glutamina e histidina y ¢) un dominio C-terminal cargado e hidrofilico
de 13 aminoacidos. El dominio N-terminal y C-terminal son altamente conservados
en los mamiferos, sugiriendo que estas regiones tienen un importante rol en
desarrollo y mineralizacion del esmalte. Amelogenina contiene un unico grupo
fosfato en la posicion Serina 16, que se presume estaria involucrado en la
interaccion entre amelogenina y calcio, contribuyendo a estabilizar el precursor de

fosfato de calcio amorfo (Ruan y cols., 2015). La remocion del segmento C-terminal
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Figura 1: Organizacién de la estructura del gen amelogenina (AMELX) humano y de su producto
proteico. A) Organizacion de la estructura exén-intrén del gen AMELX con la regién promotora y los
7 exones que lo componen, donde se indica en nimero de pares de bases que contiene cada uno.
B) Organizacién de la estructura de dominios proteicos de Amelogenina, contribuida por los
diferentes exones.
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provoca una disminucion de la afinidad de amelogenina con los cristales de apatita.
Se han propuesto roles especificos de amelogenina en la nucleacion, crecimiento,
regulacion de la forma y tamafo del cristal y control de la agregacion cristal-cristal
(Wang y cols., 2007; Tarasevic y cols., 2007; Uskokovic y cols., 2011). Su
importancia se ha verificado a través de la asociacion de defectos del esmalte con
mutaciones presentes en el gen AMELX en humanos y la presencia de hipoplasia
severa en ratones Knock out para este gen (Gibson y cols., 2001).

Amelogenina una vez que es secretada es procesada por proteasas del
esmalte y se auto-ensambla para generar nanosferas, que son estructuras
supramoleculares de alrededor de 20 nm, que facilitarian la organizacion y
crecimiento de los cristales en el frente de mineralizacion del esmalte (Yang y cols.,
2010). A la proteina amelogenina se le atribuyen diversas funciones, como: 1)
controlar el tamano del cristal, su morfologia y orientacion; 2) inhibir el crecimiento
del cristal por formacion de agregados proteina-mineral; 3) ser reservorio de iones
minerales por poseer sitios de union especificos; proporcionar sustento fisico y
distribucion espacial a los cristales; 4) formacion de agregados proteina-mineral tipo
canal que facilitan la difusién de iones y fluido y 5) constituir una concha de
proteccion para el crecimiento de los cristales (Pugach y cols., 2010; Yang y cols.,
2010; Paine y cols., 2002; Shaw y cols., 2004; Margolis y cols., 2006). También se
ha encontrado expresion del gen AMELX en odontoblastos y cementobastos,
postulando asi un posible rol no identificado en la erupcién dental (Oida y cols.,
2002; Nufiez y cols. 2010). Recientemente se ha estudiado la funcién de
amelogenina como regulador del pH durante el proceso de maduracion del esmalte
(Guo y cols., 2015).

2.1.6 VALIDACION DE LAS MUTACIONES ENCONTRADAS EN AMEL BASADA
EN LA EVOLUCION DEL GEN.

Amelogenina surgio previo a la emergencia de los tetrapodos (Kawasaki y
cols., 2004). En euterios (mamiferos placentarios) AMEL reside en un largo intréon

perteneciente al gen que codifica la proteina 6 activante de la GTPasa Rho (Rho
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GTPase-activating protein 6 (ARHGAPG6) en orientacién opuesta a éste, teniendo
una estructura de gen anidado, producto de una transposicion (lwase y cols.,2007).

AMEL pertenece a la familia de las fosfoproteinas secretadas de unién a
calcio (secretory Ca-binding phosphoproteins SCPP). Todos los genes de esta
familia estan ubicados en tandem en el cromosoma 4 en humano (Kawasaki y
cols.,2003). Se postula que evolutivamente sufrid translocaciones mediante las
cuales llegd a los cromosomas sexuales (Graves y cols., 2000). Inicialmente el gen
AMEL era un gen autosomico. En ancestros, un par de autosomas homaélogos que
codificaban para AMEL se translocaron y llegaron al brazo corto de los cromosomas
sexuales hace 100-180 millones de anos atras. Ademas, la recombinacion
homodloga fue inhibida y la diferenciacion cromosdmica X-Y tomé lugar en forma
escalonada, un segmento a la vez (Lahn y cols.,1999). Tal forma de diferenciacion
de los cromosomas sexuales dejé un antiguo limite pseudoautosdmico dentro del
segundo intron de AMEL (lwase y cols., 2001, 2003).

AMEL solo es encontrado en anfibios, reptiles y mamiferos (Ishiyama y cols.,
1998; Delgado y cols.,2005). En algunos casos el gen ha desaparecido en la historia
evolutiva como el caso de la gallina y tortuga. Una explicacion de esto seria una
pérdida secundaria del gen al estar ausente el exdon 1y el intrén 1 de ARHGAP6 en
los tetrapodos antes mencionados (lwase y cols., 2007).

La comparacion de secuencias del gen AMEL en mamiferos, reptiles y
anfibios ha revelado que el exén 1 no es traducido, el exén 4 sufre procesamiento
alternativo y esta ausente en algunos mamiferos y en todos los reptiles; el exén 7
codifica s6lo para 1 aminoacido y las secuencias de los exones 2, 3 y 5 estan bien
conservadas. Por otra parte, la comparacion de secuencias del exon 6 mostré que
zonas de esta region eran altamente variable entre especies. Por ende se concluye
que los estudios evolutivos se enfocan principalmente en el exén 6 (Delgado y cols.,
2007). Dentro de los parametros que se han comparado, se encontraron diferencias
en el largo del gen; el contenido de prolina, glutamina y el numero de repeticiones
del tripéptido de prolina entre mamiferos y no mamiferos, siendo menor en todos
los casos para anfibios y reptiles. Lo anterior podria explicar que la microestructura

del esmalte en los no mamiferos es menos organizada (Diekwisch y cols., 2009).
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La alta conservacion de algunas zonas del gen indican importantes funciones
soportadas por residuos o grupos de residuos especificos. En comparaciones del
exén 6 de AMEL humano con el de primates, se ha observado un 100% de similitud
con el exdén 6 de Chimpancé, a pesar de que la divergencia de estos linajes se
estima que ocurrié hace 5-6 millones de anos atras. Otros primates conservan gran
similitud (entre 99,3 % a 97,1 %), demostrando una gran conservacion y fijacioén del
gen durante la evolucion (Richard y cols., 2007).

La caracterizacion de mutaciones ayuda a identificar regiones particulares
del gen o residuos que juegan un rol importante en la funcion de la proteina, en este
caso: amelogenina. El analisis evolutivo de AMEL se ha convertido en una
alternativa que permite validar las mutaciones causales de Amelogénesis
Imperfecta. Dado el bajo numero de mutaciones reportado en la mayoria de los
linajes y la gran conservacion de la secuencia de AMEL, cualquier cambio podria
interpretarse como relevante para la estructura. Cuando se encuentran mutaciones
en un gen, como grandes deleciones con cambios en el marco de lectura que
conducen a un coddén de terminacion prematuro, estas alteraciones obviamente se
consideran como las responsables del fenotipo observado. Sin embargo, cuando
una mutacion provoca la sustitucion de un aminoacido, la correlacion genotipo-
fenotipo es menos obvia. Si la mutacion se encuentra en una posicién que esta bien
conservada en otras especies es muy probable que esto constituya sustento para
plantear que realmente es una mutacion, ya que los sitios de importancia crucial
deben mantenerse conservados durante la evolucion y cualquier sustitucion
conllevaria a la condicion genética. En cambio, aquellas zonas que aceptan
variacion durante el proceso evolutivo seran tendientes a presentar cambios que
probablemente no alteren sustancialmente la estructura ni la funcién de la proteina

codificada (Delgado y cols., 2007).

21.7 CORRELACIONES FENOTIPO-GENOTIPO EN Al LIGADAS AL
CROMOSOMA X.
Hasta la fecha se han descrito 21 mutaciones en el gen AMELX que incluyen

deleciones de varios tamafos y mutaciones sin sentido (nonsense) y de sentido
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equivocado (missense) (ver tabla 1) Estos errores determinan marcadas
diferencias en los fenotipos resultantes; desde hipoplasia del esmalte hasta
hipomineralizacién-hipomaduracion del tejido dependiendo del dominio donde se
ubique la mutacién (Lee y cols., 2011; Hu y cols., 2012). Los hombres afectados por
Al suelen presentar fenotipos mas severos debido a que expresan sélo un alelo para
el gen AMELX (por poseer s6lo un cromosoma X). Las mujeres, por otro lado,
experimentan un fendmeno denominado lyonizacién (Lyon y cols., 1961), que
consiste en la inactivacién aleatoria de una copia del cromosoma X como una forma
de compensacion de la dosis génica durante la embriogénesis. Es por esto que las
mujeres afectadas por Al, pueden mostrar un patron mosaico presentando
secciones de esmalte alterado y no alterado, producto de la metilacién del gen
AMELX en algunos de los ameloblastos, observandose como bandas verticales en
los dientes. Esto ultimo representa una caracteristica importante en las mujeres
afectadas por Al ligada al cromosoma X (Wright y cols., 2003).

En pacientes con hipoplasia del esmalte se han descrito cuatro mutaciones
en el péptido senal. Estas mutaciones consisten principalmente en cambios
puntuales, dos transiciones y una transversion. Una de las transiciones se produce
en el codon de inicio. Ademas se ha descrito la delecion de 9 pares de bases, la
cual produce falta de secrecidén de amelogenina. Todas las mutaciones en el péptido
sefal afectan de alguna manera el proceso de secrecion de la proteina, desde los
ameloblastos hasta el espacio extracelular y tienen como consecuencia un esmalte
notoriamente disminuido en su espesor, pero bien mineralizado en la mayoria de
los casos (Lagerstrom-Fermer y cols., 1995; Sekiguchi y cols., 2001; Kim y cols.,
2004). Una deleciéon de 5 kb compromete desde el exén 3 hasta parte del exén 7.
Esta mutacion representa un Knock out humano de amelogenina, con solo 2
aminoacidos codificados a partir del péptido sefial. El fenotipo asociado es un
defecto predominantemente hipomineralizado/hipomaduro. ElI esmalte se observa
manchado, con una coloracién opaca y las micro-radiografias demuestran que es
hipomineralizado. Ademas, existe una hipoplasia variable generalizada (Lagerstrom
y cols., 1991).

14



Tabla 1. Mutaciones descritas en el gen AMELX en casos de Al ligadas al cromosoma X.
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p.P173LfsX16 C-terminal
p.L181fsX187 C-terminal
p.E191X C-terminal
No hay Toda la proteina
No hay Toda la proteina

eno
Hipoplasica

Hipoplasica Lisa
Hipoplasica

Hipoplasica Lisa
Hipomineralizada/
hipomadura
Hipoplasica/Hipomadura
Hipomadura

Hipomadura

Hipoplasica Lisa
Hipoplasica

Hipomadura

Hipoplasica/Hipomadura
Hipoplasica

Hipoplasica Lisa
Hipoplasica Lisa
Hipoplasica Lisa
Hipoplasica Lisa

Hipoplasica Lisa
Hipoplasica Lisa

Hipoplasica Rugosa
Hipoplasica Rugosa

Kim v cols., 2004
Sekiguchi y cols., 2001

Kim vy cols., 2004
Lagerstrom-Fermer y cols., 199¢

C1

Lagerstom y cols., 1991

Choy cols., 2014
Lench and Winter, 1995
Aldred y cols.,1992;
Lench y cols., 1994
Kida y cols., 2007
Frasad v cols., 2015
Collier y cols., 1997
Hart y cols., 2000

Hart y cols., 2001

Kim vy cols., 2017
Sekiguchi v cols., 2001
Greene y cols., 2002
Lench and Winter,1995
Lee K-E y cols., 2011
Kindelan y cols., 2000;
Hart y cols., 2001

Lench and Winter, 1995
Huy cols., 2012

Hu v cols., 2012
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Todas las mutaciones que afectan parte del extremo N-terminal de la proteina
amelogenina estan asociadas con un fenotipo clinico hipomineralizado/hipomaduro,
en el cual el esmalte tiene una coloracion café-amarilla. Estas alteraciones podrian
explicarse porque la region N-terminal es rica en el aminoacido tirosina y es un sitio
altamente conservado para la union de carbohidratos y posiblemente proteinas del
tipo queratina. A su vez, esta zona de la proteina contiene varios sitios relevantes
de clivaje proteolitico.

Las mutaciones reportadas en el extremo C-terminal se correlacionan con
fenotipos hipoplasicos y en algun grado, con retencién de material organico
(fenotipo hipomaduro). La severidad del adelgazamiento del esmalte es variable
llegando a ser extrema, formandose s6lo una minima cantidad de esmalte (Pugach
y cols. 2010). Nueve mutaciones reportadas en AMELX tienen como consecuencia
una alteracion en el extremo C-terminal de amelogenina.

Ademas, otras dos mutaciones que provocan el cambio de prolina por
treonina en la posicion 41 y el de Histidina por Leucina en la posicion 47, sugieren
que estos cambios alteran sitios de clivaje altamente conservados, importantes en
el procesamiento post secretorio y en la maduracion de la matriz del esmalte (Collier
y cols., 1997). Otra mutacién encontrada en el C-terminal asocia por primera vez el
gen AMELX a la presencia de multiples reabsorciones en la corona de los dientes.
La mutacion se ubica en el exdn 6, produciendo un codén de terminacion prematuro.
El fenotipo de los individuos estudiados consiste en Al de tipo hipoplasica y

reabsorcion de la corona de premolares y molares (Lee y cols., 2011).
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2.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el presente trabajo se pretende realizar el analisis mutacional de la region
promotora y de la region codificante completa, junto con las regiones intronicas
circundantes del gen amelogenina (AMELX), usando ADN de un probando
proveniente de una familia Colombiana afectada con Al hipoplasica/hipomadura y
con patron de herencia ligado al cromosoma X. Este estudio se enmarca en el
proyecto Fondecyt N° 1140905, en el cual se estan analizando 11 familias Chilenas
y 9 familias Colombianas afectadas con Al, para dilucidar la etiologia genética en
cada caso.

En general, el estudio molecular con ADN de pacientes, implica contar con
gran cantidad de muestra inicial, sobre todo cuando la patologia investigada es
genéticamente heterogénea y son varios los genes a analizar. Cuando el probando
es un nifno, la situacion es mas compleja aun, ya que la toma de muestra de sangre
periférica es invasiva y por lo general, los padres y los nifios se niegan a donar
sangre para el estudio. En estos casos, el investigador acude a la toma de muestras
de sangre en los padres (si acceden) y de saliva o de células epiteliales de la
mucosa bucal en el nifio(a), pero este ultimo tipo de muestras da como resultado un
bajo rendimiento de DNA, independientemente de la marca del kit utilizado para la
extraccion, lo que hace necesario conseguir varias muestras, que deben ser
tomadas en forma diferida en el tiempo. Como la cantidad de ADN de este probando
Colombiano es limitante para el estudio de secuenciaciéon directa, se ha decidido
amplificar esta muestra de ADN con la técnica de amplificacion del genoma
completo, usando el paquete comercial “lllustra ™ Ready-To-Go ™ GenomiPhi™
HY DNA Ampilification®. Se secuenciara el gen amelogenina completo con el ADN
amplificado del probando y con ADN gendmico original control (no amplificado) de
un sujeto sin Al. Si se encuentra algun cambio compatible con mutacién en el ADN
del probando, se recurrira al DNA original de éste para corroborar dicho cambio. Si
el ADN original, usado para la amplificacién es de buena calidad, el genoma
completo del individuo deberia estar representado en la muestra, por lo que se

esperaria que fuera posible amplificar los diferentes exones del gen amelogenina y
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su promotor, para posteriormente purificarlos y secuenciarlos directamente. El
posterior analisis comparativo de secuencias obtenidas con el ADN amplificado del
probando, el ADN original del sujeto control y la secuencia de referencia del gen
AMELX, permitira determinar la existencia o no de posibles cambios mutacionales,

que seran corroborados con ADN original del afectado y sus familiares.
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3. HIPOTESIS.

El probando colombiano y sus familiares afectados con Amelogénesis Imperfecta

hipoplasica/hipomadura, con probable patron de herencia ligado al cromosoma X,

presentan alguna de las mutaciones descritas o una nueva variante causal en el

gen amelogenina (AMELX).

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.:

Identificar mutaciones descritas o nuevas variantes de secuencia en el gen
amelogenina (AMELX), en sujetos afectados pertenecientes a una familia

colombiana con amelogénesis imperfecta hipoplasica ligada al cromosoma X.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Caracterizar clinico-radiografica y genealdégicamente la familia Colombiana
en estudio.

» lIdentificar mutaciones y polimorfismos de nuclétido unico (SNP’s)
previamente descritos del gen amelogenina (AMELX), en el probando
Colombiano con Al hipoplasica/hipomadura ligada al cromosoma X.

» Detectar nuevas variantes de secuencia (mutaciones nuevas) del gen

amelogenina (AMELX) en el probando Colombiano con Al
hipoplasica/hipomadura ligada al cromosoma X.

> Asociar los hallazgos genéticos encontrados con el fenotipo clinico que

presenta la familia Colombiana analizada.
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5. MATERIALES Y METODOS:

5.1. INDIVIDUOS PARTICIPANTES

a) Pacientes con Al. En la presente tesis se estudié una familia Colombiana con
Amelogénesis Imperfecta. Las muestras de ADN del probando y de tres familiares
fueron gentilmente proporcionadas por la colaboradora internacional del proyecto
Fondecyt N° 1140905, Dra. Sandra Gutiérrez Prieto de la Pontificia Universidad

Javeriana de Bogota, Colombia.

b) Grupo control. Se realizd la secuenciacidon completa del gen amelogenina
(AMELX) en un individuo sano sin Amelogénesis Imperfecta u otra patologia del
esmalte. Si se encontraba un cambio compatible con nueva mutacion en el DNA del
probando, se realizaria el estudio de la variante usando la técnica de PCR-FLRP o

secuenciacion directa en 200 sujetos controles sin Al, para determinar la frecuencia

de dicho cambio.

c) Procedimiento de consentimiento informado, autorizacion ética y de
bioseguridad. Los individuos afectados y sujetos control firmaron un

consentimiento y asentimiento informado de su participacién en este estudio, lo cual

consta en el proyecto Fondecyt N° 1140905, que cuenta ademas con la aprobacion

del Comité de Etica y de Bioseguridad de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile (Anexos 1y 2).

d) Diagnéstico clinico de Al. El diagndstico clinico de la familia en estudio fue
realizado por las Odontélogas Dra. Sandra Gutiérrez y Dra. Patricia Méndez, de la
Pontificia Universidad Javeriana de Bogota, Colombia. De acuerdo a los datos
proporcionados por estas profesionales, se trataria de Amelogénesis Imperfecta de
tipo Hipoplasica, con probable patron de herencia ligado al cromosoma X. Ademas
del ADN del probando, se dispone de muestras de ADN original de la abuela

materna afectada, madre afectada y de una tia no afectada.
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5.2 ANALISIS GENETICO-MOLECULAR

a) Toma de muestra de sangre. Se procedid a extraer 10 ml de sangre venosa
del sujeto control, el cual fue depositado en tubos sellados al vacio que contienen
EDTA como anticoagulante. Los tubos fueron agitados y almacenados a 4-6° C

para la purificacion de ADN.

b) Purificacion de ADN genémico. El ADN gendmico se aislé a partir de sangre
periférica, utilizando el protocolo descrito por Miller y cols. (1998). Este
procedimiento consistid en mezclar por inversion 5-10 ml de sangre con 20-25 ml
de solucién A (10 mM de Tris-HCI pH 7,5; 0,32 M de Sacarosa; 5 mM de MgCI2 y
1% de tritén X-100) e incubar esta mezcla por 30 min en hielo, para luego centrifugar
durante 15 min a 5.000 rpm. Se elimind el sobrenadante, el sedimento se
resuspendid en vortex suavemente con 1,5 ml de solucion A. Luego se adicioné
18,5 ml de esta misma solucién, se incubaron en hielo por 20 min y se repitio el
paso de centrifugacion, eliminando posteriormente el sobrenadante. El sedimento
fue resuspendido suavemente en vortex agregando 1,5 ml de solucion B (10 mM de
Tris-HCI pH 7,5; 0,4 M de NaCly 2 mM de E. D. T. A. pH 8,0), posteriormente se
adicion6 50 ul de SDS al 20% y 300 pl de una mezcla de proteinasa K-SDS (2mg/mi
de Proteinasa K; 1% de SDS). La muestra fue incubada a 37°C durante 1 hora con
agitacion moderada y durante toda la noche sin agitaciéon. Las proteinas fueron
precipitadas por agitacion suave en vortex durante 15-30 seg, agregando 500 pl de
una solucién de NaCl saturado (5M). La muestra fue centrifugada por 5 minutos a
10.000 rpm en frio y el sobrenadante fue transferido a tubos limpios, a los que se

agregd 2 volumenes de etanol absoluto frio para precipitar el ADN. Las muestras

se centrifugaron nuevamente por 5 minutos a 10.000 rpm y el ADN se lavd con

etanol frio al 70%. El sedimento obtenido se secd vy finalmente se resuspendié en

400 pl de tampon TE (100mM Tris-HCI, 10mM EDTA).

c) Amplificacion de genoma completo. Se realizé la amplificacién del ADN del

probando utilizando el paquete comercial de amplificacion de genoma completo

21



“Nlustra ™ Ready-To-Go ™ GenomiPhi™ HY DNA Amplification“ siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se mezclé en un tubo Eppendorf 9 uL del tampdn de
reaccion con 1 uL de la muestra de ADN , depositando en total 10 ng. La muestra

fue incubada a 95° por 3 minutos y luego se puso en hielo para enfriarla hasta 4°
C. Se prepar6é una mezcla en otro tubo segun la cantidad de reacciones a realizar.
Se mezclé 9 uL de tampdn de reaccion con 1ul de la enzima DNA polimerasa de

Phi 29. Luego, 10 uL de la mezcla antes descrita fueron depositados en las
muestras. Se incubd6 por 90 minutos a 30°C. Luego se calentaron las muestras a
65°C por 10 minutos y se pusieron en hielo inmediatmente despues para enfriar a

4°C. Las muestras fueron almacenadas a -20°C.

d) Analisis mutacional del gen amelogenina (AMELX). El analisis mutacional del
gen amelogenina se realizd usando ADN amplificado del probando de la familia

Colombiana analizada y ADN gendmico original correspondiente a un sujeto control

sin Al. Si se encontraban variantes de secuencia, compatibles con mutacion, se

realizaria el analisis de co-segregacion de la variante usando DNA de dos familiares
afectados y uno no afectado. Se analizaron los siete exones del gen con secuencias

intronicas circundantes, lo que incluye la region codificante completa y ademas, la

region promotora del gen, mediante amplificacién por PCR y secuenciacién directa

de los amplicones obtenidos.

e) Diseno de partidores. Los exones del gen amelogenina y la regién promotora

fueron amplificados usando los partidores especificos disefiados por Plaza (2011),
partidores disponibles en la literatura (Kim, 2004; Kindelam, 2000) y una pareja
disefiada por Morales (2015), los cuales se muestran en la tabla 2. Estos partidores
fueron disenados en base a la secuencia de referencia del gen AMELX, cuyo
numero de acceso es NM_012090.1 y usando la herramienta “Primer Blast” del
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI), disponible en el sitio web

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome.
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Tabla 2. Ubicacién, nombre, secuencia, tamafio y temperatura de alineamiento de los partidores
utilizados para la amplificaciéon y secuenciacion de la region promotora y codificante completa del
gen amelogenina (AMELX).

Ubicacion  Nombre Secuencia Tamano T° de
annealing
Amelx P1F CTCCCTGATTGGAAGGTCTTACC
595 59°
Amelx P1R CCCCTTTCCCTAAGCAATGACC
Amelx P2aF GCTGACAGGGTTGGGGAGAGTAA
736 61°
Amelx P2aR GGCAAGGAGTGCACACCAGAC
Amelx P2abF AGGTAGAGGGGTAAAACACAC
Promotor 509 58°
Amelx P2abF | GTTCCCCTTGGCTACTCCTTT
Amelx P2bF GGGCAAAGAAGGGCCGCCATA
558 61°
Amelx P2bR AAGCTTCTCTGCCATCGCCTTTTCC
Amelx P3F AAGCTTCTCTGCCATCGCCTTTTCC
533 59°
Amelx P3R AAACTCAGGGATGCTTGATCCT
Amelx 1F GCTAGAACTGAGGAAAAGGCGA
Exon 1 600 58°
Amelx 1R TGTGGCCAAGAAAGACCTTTGG
Amelx 2F GGTAGACTGTGCACGAGACATTT
Exén 2 719 58°
Amelx 2R CCCCAGCTGTACCAAATCAGAA
Amx 3F TGTGTGCTGGTTTCTGCTTC
Exén 3 575 60°
Amx 3R CGGCCATATTTAGGAGGACA
Amelx 45F ACAGGAAGCACCCAACAAAT
Exén4dy5 325 60°
Amelx 45R TCCCATTAATGTCTGCATGTG
Amelx 6F AAGGCCACCGGTATGTAGAC
Exén 6 775 60°
Amelx 6R ACTCTGGGGCCTATTTTGCT
Amelx 7F AGCCTGACATGCAAGACGTAC
Exén 7 523 58°
Amelx 7R TTGATTGCCAGTGTGGTGTGAA
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f) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Las reacciones de amplificacion

se realizaron usando un termociclador Labnet Multigene Gradient en las
condiciones descritas a continuacién: las muestras fueron sometidas a un paso de
desnaturalizacion inicial a 95° C por 5 min y posteriormente a 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95° C por 30 segundos; alineamiento a temperatura variable
segun pareja de partidores por 30 segundos y extension a 72° C por 1 minuto, con
un paso de extension final a 72° C por 10 min. Dependiendo de los resultados, en
determinados casos se evalud la necesidad de optimizar las condiciones de
alineamiento y en algunos casos la concentracién de DNA molde o de los partidores.
La reaccion fue disefiada para un volumen final de 15ul que contenian: tampén PCR
10X pH 8,4 (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,3); MgCI2; colorante; agua miliQ;
0,2 mM de una mezcla equimolar de los cuatro desoxirribonucleoétidos (Invitrogen®),

1uM de cada partidor, 0,2 unidades de enzima Accuzyme™ DNA Polymerase de la

marca BIOLINE.

g) Electroforesis de ADN. La técnica de electroforesis de ADN en geles de agarosa
se realiz6 segun Sambrook & Russel, 2001. La agarosa fue disuelta en tampon TAE
pH 7,9 (40 mM Tris-HCI, 5 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA) con bromuro de etidio
a una concentracion de 0,5 ug/ml y llevada a ebullicién. Las muestras de ADN fueron
cargadas en el gel. El voltaje de corrida fluctué entre 60 Volts durante 30-60min
luego a 80 volts por 60min. Posteriormente, se observaron los geles en un
transiluminador UV a una longitud de onda de 302 nm y se digitalizaron mediante el
programa computacional Molecular Imaging de la empresa Carestream. Para
determinar el tamafio molecular de los fragmentos de ADN amplificados mediante

PCR, se utilizé el marcador de tamafio molecular 50 bp plus (Bioline®).

h) Purificacion de productos PCR y cuantificacidon. La purificacion de los

productos de PCR se realizé mediante el uso del paquete comercial de purificaciéon
FavorPrep GEL/PCR Purification Kit (Favorgen BiotechCorp.), segun las

condiciones descritas en el boletin técnico proporcionado por el fabricante. De
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acuerdo al protocolo, a partir de una corrida electroforética se rescataron bandas

del gel de agarosa correspondientes a cada amplificado. Estos bloques de agarosa
se colocaron en diferentes tubos de forma que cada uno tenia una cantidad maxima
de 300 mg de gel. Luego se agregé a cada tubo 500 ul de tampon FADH y se
mezclé en vortex. Se incubaron los tubos a 55°C por 10-15 minutos y se agitaron

suavemente en vortex cada 2-3 minutos hasta que se disoviera la agarosa. Se
dejaron enfriar a temperatura ambiente, se tomaron 800 ul de la muestra y se

transfierieron a columnas FADH. Se centrifugaron por 30 segundos descartando el

sobrenadante. Posteriormente, se agreg6 750 ul de Tampon Wash a las columnas
y se centrifugd por 30 segundos eliminando al final del proceso el sobrenadante.
Luego, se centrifugd por 3 minutos adicionales, nuevamente eliminando el
sobrenadante. Las columnas FADH se dispusieron en nuevos tubos, se agregé 40

ul de tampodn de elucién y se dejo 2 minutos en reposo. Finalmente, se centrifugaron

las muestras por 2 minutos y se almacenaron. Para comprobar el rendimiento del

proceso se tomd una alicuota de la muestra, la que fue chequeada mediante

electroforesis en gel de agarosa. La cuantificacion de las muestras se realizd
mediante transiluminacion UV del gel de agarosa y comparacion con estandar de

tamano molecular.

i) Secuenciacion de productos PCR. Muestras de los productos de PCR
purificados fueron enviados a la empresa Macrogen de Korea para ser
secuenciados directamente en ambas direcciones, utilizando los partidores con los

que fueron amplificados.

j) Andlisis bioinformatico de secuencias. Las secuencias obtenidas, fueron
comparadas con la secuencia de referencia del gen AMELX (NM_012090.1)
usando el programa computacional Vector NTI version 10.0 (Invitrogen, Informax).
Esta secuencia de referencia fue obtenida desde la base de datos de secuencias
de nucledtidos (Entrez Nucleotide) del NCBI National Center for Biotechnology

Information, disponible en el sitio web:

25



[http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez?db=nuccore&cmd=search&term=].
Paralelamente, se recopilé la lista de polimorfismos de nucleétido uUnico
(SNP) del gen AMELX en la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI). Se clasificaron las variantes de acuerdo a su ubicacion
gendémica y consecuencia funcional. Los SNP’s agrupados como variantes
missense fueron analizados in silico con los programas computacionales PolyPhen
v2.0 y PANTHER para predecir su consecuencia funcional y luego detectar la
presencia/ausencia de éstas en la secuencia del probando. Asimismo, si el estudio
detectaba nuevas variantes de secuencia (missense, nonsense, frameshifts) éstas
deberian ser analizadas usando los mismos programas. Aquellas variantes que se
detecten en zonas de procesamiento en limites exon-intron, deberian ser analizadas
in silico mediante el programa Human Splice Finder. Las variantes de secuencia
que se encuentren en la regidn promotora del gen serian analizadas in silico
mediante el programa bioinformatico con disponibilidad on-line en Berkeley

Drosophila Genome Project (BDGP).
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6. RESULTADOS:
6.1.- Analisis clinico, genealégico y radiografico de la familia en estudio.

6.1.1 Analisis clinico y genealdgico

El diagndstico clinico de la familia en estudio fue realizado por las
Odontodlogas Dra. Sandra Gutiérrez y Dra. Patricia Méndez, de la Pontificia
Universidad Javeriana de Bogota, Colombia. De acuerdo a los datos
proporcionados por estas profesionales, se trataria de un caso de Amelogénesis
Imperfecta de tipo hipoplasica/hipomadura, con probable patrén de herencia ligado
al cromosoma X.

La historia clinica del probando detallaba lo siguiente:
Paciente sexo femenino de 9 afios 9 meses de edad.

Motivo de consulta: Padre refiere "por amelogenesis y remision de ortodoncista".

Historia de enfermedad actual: Paciente acude a consulta de Odontopediatria, con

remision para valoracion y tratamiento por ortodoncista. Padre refiere que madre y
tia materna presentan la misma alteracion que la nifia. Paciente refiere
sensibilidad en molares superiores e inferiores desde que realizaron erupcién, no
ha recibido tratamiento alguno.

Antecedentes médicos personales y familiares: Embarazo y parto normal.

Presenta miopia corregida con gafas. Madre y tia materna presentan
amelogénesis imperfecta, no hay diagndstico genético. Nadie mas en la familia
con antecedentes de Al.

Lactancia: dos meses

Mamadera: 5 afos

Chupete: 5 afos.

Succion digital hasta los 7 afios. Us6 aparato por 3-4 meses

Presenta succion labial superior e inferior y onicofagia.

Crema dental: para nifios hasta los 6 afos, después crema para adultos.

Enjuague: Reach nifios hasta los 3-4 anos, actualmente Listerine ocasionalmente.
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En el examen clinico de la paciente se describe: Clase | Molar izquierda, clase |l
Molar derecho. Mordida cruzada post Bilateral.
ODONTOGRAMA:

1.6 Destruccion coronal

5.5 Obturacién Oclusal, Caries palatina.

5.4 Ausente

5.3 Desgaste

1.2 Fractura Disto vestibular

11,2.2,6.3,7.5, 3.1, 8.5, Sano

2.1 Opacidad Vestibular, Hipoplasia de esmalte IVP

6.4 Ausente

6.5 Caries Oclusal

2.6 Opacidad demarcada ocluso vestibular, caries palatina
3.6 Hipoplasia coronal

3.3 erupcionando

3.4 erupcionando

3.2 Opacidad demarcada

4.1,4.2 Opacidad demarcada

4.6 Sellante Oclusal, Hipoplasia vestibular

Ademas del examen clinico, se realizé la genealogia de la familia. En la
figura 2 se observa que en las generaciones | y Il no hay sujetos afectados y que
en la generacion lll aparece por primera vez una mujer afectada, quien se une
consanguineamente con su primo, el sujeto Ill.1. La falta de antecedentes de la
enfermedad en las generaciones | y Il hace sospechar que la primera mutacion se
produjo en la mujer lll.2 o en la linea germinal de alguno de sus padres, quienes no
se encuentran afectados. El sujeto 11l.2 transmite el rasgo a dos de sus tres hijas
(sujetos IV:1 y IV:3) y una de éstas (sujeto IV.1) se lo transmite a su unica hija,
sujeto V.1, probando de este estudio. La genealogia es compatible con un patrén

de herencia ligado al cromosoma X dominante y dado que el fenotipo clinico es
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Figura 2. Genealogia de la familia en estudio.
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hipoplasia e hipomaduracion del esmalte, se decide analizar el gen amelogenina.

Sin embargo, no se puede descartar un patrén de herencia autosémico dominante.

6.1.2 Analisis radiografico

El estudio radiografico cuenta con radiografia panoramica y radiografias
retroalveolares periapicales. En la Figura 3, se observa la radiografia panoramica
del probando en que se puede observar que el paciente se encuentra en denticion
mixta 2° fase, sin agenesias en grupos incisivo, canino, premolar, 1° molares y 2°
molares. Los terceros molares superiores se encuentran en estado de calcificacion
cuspidea compatible con etapa 3 de Nolla. Los terceros molares inferiores no se
observan en desarrollo ni estado de cripta. No se observan alteraciones de posicion
dentaria, tampoco anomalias en los huesos maxilares. Las articulaciones témporo-
mandibulares se observan simétricas.

Por otra parte, en las radiografias retroalveolares periapicales, mostradas en
las Figuras 4a y 4b, se observa denticion mixta 2° fase. En maxilar pueden
observarse las siguientes alteraciones: en diente 1.6 amplia area de menor
radiopacidad que abarca caras mesiales y oclusales y que se extiende hasta dentina
profunda; en diente 1.2 se observa zona radioltcida mesial hasta dentina media. El
diente 1.1 presenta alteracion del contorno en cara mesial y distal, en mitad externa
del esmalte. Diente 2.1 presenta zona radiolucida de forma redondeada en angulo
disto incisal con profundidad hasta dentina superficial. En mandibula, en la pieza
3.6 se observa area de menor radiopacidad que abarca caras mesial y oclusal, con
profundidad dentinaria superficial. No se observan otras alteraciones en el grosor

del esmalte o en la radiopacidad de éste en relacion a la dentina.
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Figura 3. Radiografia panoramica del probando F10-4. Paciente en
denticion mixta 2° fase.
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Figura 4a. Radiografias retroalveolares periapicales maxilares del probando F10-4.
Encerradas en rojo, se circunscriben los principales hallazgos radiograficos en que se
detectan cambios importantes en la radiopacidad de los tejidos dentarios, compatibles
con alteraciones en la estructura.

Figura 4b. Radiografias retroalveolares periapicales mandibulares del probando F10-
4. En E se observa principal alteracion en la radiopacidad detectada en las radiografias
mandibulares.
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6.2 ANALISIS GENETICO MOLECULAR

6.2.1 Obtenciéon de ADN del probando y del sujeto control

El ADN del sujeto control se obtuvo a partir de sangre periférica de la forma
descrita en la seccion materiales y métodos. EI ADN del probando F10-4 fue
aportado por la Odontéloga Dra. Sandra Gutiérrez, de la Pontificia Universidad
Javeriana de Bogota, Colombia. Por la cantidad limitada de ADN y la evidente
dificultad de obtener nuevas muestras de ser necesario, se realizé una amplificacion
de éste utilizando el kit de amplificacion Genomiphi, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras esto se obtuvo una concentracién de 200 ng/uL de amplificado.
Para las reacciones en cadena de la polimerasa se utilizé una diluciéon 1:10 del

amplificado.

6.2.2 Amplificacion y purificacion de fragmentos que contienen la region
promotora, secuencias exoOnicas e intrénicas circundantes del gen
amelogenina (AMELX).

La obtencion de segmentos génicos que contienen la regién regulatoria
(promotor del gen) y la secuencia codificante completa (exones), con las respectivas
vecindades intronicas del gen amelogenina (AMELX), se realizé mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior purificacion de los amplicones
obtenidos. Al respecto, en las Figuras 5 y 6 se muestran geles de agarosa
representativos del proceso de amplificacion del gen amelogenina realizado con
ADNg del probando de la familia y el control respecivamente, utilizando los
partidores descritos en la Tabla 2. En dichas figuras se muestran los fragmentos ya
purificados, con el método anteriormente descrito en la seccion de materiales y
métodos (Letra H). En ambas figuras, los fragmentos amplificados de 595 y 558 pb
corresponden a las parejas AMELXP1 y AMELXP2b respectivamente, los que
forman parte de las parejas utilizadas para amplificar el promotor del gen
amelogenina. La region codificante completa del gen amelogenina se encuentra en
los exones 1 al 7. En las figuras 5 y 6 se muestra parte de la regién codificante del

gen, representada por por los exones 1 (600 pb), exén 2 (719 pb) y exdn 3 (575 pb),
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Figura 5. Gel agarosa al 1,5% en tampén TAE 1X, que muestra resultados
representativos del proceso de purificacién de fragmentos exénicos con el paquete
FavorPrep GEL/PCR™. Los purificados se obtuvieron a partir del corte de bandas
de agarosa de los amplificados utilizando el ADN amplificado con el paquete
Genomiphi™ del probando. Carriles 1y 12: 5 uL de marcador de tamafio molecular
50 bp plus (Bioline®), respectivamente; Carriles 2 y 3: 2 uL de muestra del
fragmento AMELXP1 de 595 pb, respectivamente; Carriles 4 y 5: 2 uL de muestra
del fragmento AMELXP2b de 558 pb, respectivamente; Carriles 6 y 7: 2 uL de
muestra del fragmento AMELX1 (exdn 1) de 600 pb, respectivamente; Carriles 8 y
9: 2 uL de muestra del fragmento AMELX2 (exén 2) de 719 pb, respectivamente;
Carriles 10 y 11: 2uL de muestra del fragmento AMELX3 (exén 3) de 575 pb,
respectivamente.
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Figura 6. Gel agarosa al 1,5% en tampén TAE 1X, que muestra resultados
representativos del proceso de purificacién de fragmentos exénicos con el paquete
FavorPrep GEL/PCR™. Los purificados se obtuvieron a partir del corte de bandas
de agarosa de los amplificados utilizando el ADN de extraccién directa del sujeto
control.Carriles 1 y 16: carga de 5uL de marcador de tamafio molecular 50 bp plus
(Bioline®), respectivamente; Carriles 2 y 3: 2uL de muestra de purificado del
fragmento AMELXP1, de 595 pb, respectivamente; Carriles 4 y 5: 2uL de muestra
de purificado del fragmento AMELXP2a de 736 pb, respectivamente; Carriles 6y 7:
2uL de muestra de purificado del fragmento AMELXP2b de 558 pb,
respectivamente; Carril 8: producto PCR del fragmento AMELXP3 de 533 pb,
respectivamente; Carril 9: 2uL de muestra de PCR del fragmento AMELX1 (exé6n 1)
de 600 pb, respectivamente; Carriles 10 y 11: 2uL de muestra de purificado del
fragmento AMELX2 (ex6n 2) de 719 pb, respectivamente; Carriles 12 y 13: 2uL de
muestra de purificado del fragmento AMELX3 (exén 3) de 575 pb, respectivamente;
Carriles 14 y 15: 2uL de muestra de purificado del fragmento AMELX7 (ex6n 7) de
523 pb, respectivamente.
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que se amplifican con las parejas de partidores AMELX1, AMELX2 y AMELX3
respectivamente (Tabla 2).

A este nivel de resolucion, los tamanos de los fragmentos producidos a partir
del ADNg del probando coinciden con los tamafos esperados para cada producto
de PCR, lo que indica que no hay variaciones gruesas observables, tales como
grandes deleciones o inserciones de bases.

La intensidad de las bandas revelan un adecuado resultado del proceso de
purificacion, con el cual se obtuvo una concentracion y rendimiento promedio de
aproximadamente 30 ng/ul, los que fueron disponibles para la posterior reaccion de
secuenciacion.

Asi mismo se puede comprobar que no existe una diferencias entre el
procedimiento realizado con ADN gendmico original y el realizado con el ADN

amplificado mediante el paquete comercial GenomiPhi™.

6.2.3- Analisis mutacional de la regiéon codificante y no codificante

(Promotor/intrones) del gen amelogenina.

El analisis de la secuencia de todos los fragmentos del gen amelogenina
usando el ADNg amplificado del paciente F10-4, probando del estudio y de un sujeto
control sano, revel6 que no existian alteraciones de secuencia patogénicas en la
region promotora del gen, ni en las regiones exdnicas e intronicas circundantes
analizadas, que representan los exones 1 al 7 del gen completo. Tampoco se
detecto la presencia de alguna de las veintiuna mutaciones reportadas previamente
en la literatura para el gen AMELX (Tabla 1). A modo de ejemplo, en la Figura 7 se
incluyen dos cromatogramas de secuenciacion de ambas hebras del ADNg de la
paciente F10-4 que muestran parte de la regidén correspondiente al exén 2 (figura
7a), donde se ha descrito la mutacion g.6390 98del y parte de la secuencia del exén
5 (figura 7b) donde se han reportado las mutaciones g.9834C>T, g.9834delC y
g.9834C>G en la misma posicion. En ambos esquemas se puede apreciar que no

hay cambio de bases en las posiciones antes sefialadas, encerradas en un
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Figura 7. Seccion de cromatogramas de secuenciaciéon de ambas
hebras del ADNg del probando F10-4, ambas comparadas con la secuencia
consenso NG _012040.1. A. Secuencia parcial del exdn 5 amplificado con la pareja
de partidores AMELX45 F y R. Encerrado en el rectangulo rojo se muestra ubicacion
en que se han reportado 3 mutaciones g.9834delC (Aldred y cols., 1992),
g.9834C>G (Kida y cols., 2007) y g.9834C>T (Prasad y cols., 2016); B. Secuencia
parcial del exén 2 amplificado con la pareja de partidores AMELX2 F y R. Encerrado
en el rectangulo rojo se muestra la ubicacién en que se ha reportado la mutacion
g.6390 98del (Lagerstrom y cols., 1995).
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rectangulo en la figura 7, lo cual indica que este paciente no presenta dichas

mutaciones en el gen AMELX.

a) Analisis de variantes de la region codificante del gen amelogenina.

El analisis de polimorfismo de nucleétido unico (SNP) se realizé recopilando
los datos desde la pagina web de Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia.
Se tabularon y se ordenaron los SNP’s por su ubicacion, separando aquellos
ubicados en regiones codificantes y no codificantes. En la tabla 3 se muestra un
resumen de los SNPs reportados, ordenados por su posicion en zonas codificantes
y no codificante y se detalla su clasificacion funcional. La busqueda arrojé un total
de 480 SNPs, de ellos, 377 se localizaron en regiones no codificantes y 103 en
zonas codificantes. La mayoria de los SNPs que se encuentran en regiones no
codificantes corresponden a variantes intrénicas con un total de 261, seguidas por
las variantes en el extremo 5’ cercano al gen. En menor cantidad se reportan
variantes en las regiones no traducidas tanto 5’ como 3’ (UTR5’ y UTR3’). Por otra
parte, las variantes en regiones codificantes corresponden en su mayoria a cambios

de tipo missense.

Las variantes estudiadas fueron clasificadas, como se muestra en la tabla 4,
por su ubicacion y se determind su posicion en el ADNg segun la secuencia de
referencia utilizada (NG _012040.1), también el cambio en la proteina en el caso que
corresponda. De todas estas variantes se seleccionaron aquellas missense para ser
analizadas en programas bioinformaticos con disponibilidad en linea como:
PolyPhen y PANTHER. En la tabla 5 se muestran las variantes estudiadas con sus
respectivos resultados. Se analizé un total de 61 variantes missense, 44 se ubicaron
en el exdn 6 mientras que en el exon 1y 7, que corresponden mayoritariamente a
regiones no traducidas, no se encontraron variantes. El analisis arrojo resultados
para 60 variantes en el caso de Polyphen. Con PANTHER se obtuvo resultado con
58 de las variantes. Del total, 28 de estas variantes se clasificaron como
probablemente dafinas por el programa Polyphen, mientras que PANTHER

clasifico sélo a 10 de ellas dentro de la misma categoria. Si bien, ambos programas
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Tabla 3. Clasificacion de variantes de nucleétido unico (SNP). Se muestra
cantidad de SNP reportados en la base de datos del Centro Nacional de
Informacién de Biotecnologia (NCBI) agrupados segun se encuentran en region
codificante o no codificante del gen AMELX, con su respective subclasificacion

funcional.

Clasifi > SNPs
. asificacion
Tipo de SNP funcional AMELX
UTR-3" 12
UTR-5" 1
Cercano al gen 3’ 23
. Cercano algen 5° [
No codificante , . 261
Intrénico
Variante en sitio 3
aceptador de
procesamiento
Total 377
Sinénimo 37
Frameshift 4
Codificante Missense 61
Nonsense 1
Total 103
Total SNP 480
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Tabla 4. Listado del total de SNPs reportados en base de datos del Centro
Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) en los diferentes exones del gen
AMELX. Se detalla ubicacion, numero rs, cambio en ADNg segun secuencia de

referencia (NG_012040.1),

significado funcional

y clinico. Aquellos SNP’s

reportados como patogénicos se encuentran marcados en la ultima columna de la
tabla. Ademas, en la tabla se incluyeron aquellos SNP’s ubicados en el exdn 7, pero
que corresponden a la regidon no traducida.

Ubicacion y N° |SNP Cambio en DNAg y proteina Significado funcional Significado clinico
1|rs104894737 g.6378T>C, p.Met1Thr Missense Patogénica
2|rs104894738 g.6387G>C, p.Trp4Ser Missense Patogénica
3|rs387906488 g.6390_6398delTTTTATTTG,p.lle5_Ala8delinsThr Indel Patogénica
4]rs751652555 g.6411G>A, p.Gly12Glu Missense

EXON2  5|/s753863554 [g.6384C>A, p.Thr3Asn Missense
6|rs755158864 g.6426T>C, p.Met17Thr Missense
7|rs757235287 g.6394A>G, p.Leub Synonymous codon
8|rs764153884 g.6370T>C UTR variant 5'
9|rs780336512 g.6406C>G, p.Leul0 Synonymous codon
1|rs145299463 g.8390T>G Synonymous codon
2|rs745846151 g.8408C>G, p.Ser32Arg Missense
EXON3 3|rs776498485 g.8373C>T, p.Pro21Ser Missense
AIrs776551701 g.8383G>T, p.Gly24Vval Missense
5|rs867269105 g.8399C>T, p.lle29 Synonymous codon
rs746714110 g.9713A>G, p.Asn42Ser Missense
rs867528957 g.9725C>T, p.Thr46lle Missense
rs104894733 g.9831C>T,, p.Thr51lle Missense Patogénica
rs387906487 g.9834delC, p.Pro52Leufs Frameshift variant Patogénica
rs431825176 g.9850G>C, p.GIn57His Missense
rs431825177 g.9852G>A, p.Ser58Asn Missense
rs431825178 g.9853C>A, p.Ser58Arg Missense
rs144955572 g.9864C>T, p.Pro62Leu Missense
rs149068672 g.9865G>A, p.Pro62 Synonymous codon
rs758813809 g.9860C>T, p.Pro61Ser Missense
rs765738846 £.9844G>C, p.Trp55Cys Missense
rs104894734 g.10520G>A, p.Glu191Ter Stop Gained, missense Patogénica
rs104894736 g.10157C>A, p.Pro70Thr Missense Patogénica
rs387906489  |g.10422delC, p.Pro158Hisfs Frameshift variant Patogénica
rs387906490  |g.10490delC, p.Leu181Cysfs Frameshift variant Patogénica
rs387906491 g.10369delC, p.Tyr141Thrfs Frameshift variant Patogénica
rs2106416 g.10210C>T, p.His87 Synonymous codon
rs6639060 g.10445C>T, p.Leul66 Synonymous codon
rs138249749 g.10427G>T, p.Vall60Leu, Missense
rs139757230 g.10530C>A, p.Pro194GIn Missense
EXON6 10|rs142884100 |g.10216G>A, p.Pro89 Synonymous codon
11|rs143860203 g.10465G>A, p.Leul72 Synonymous codon
12|rs147013110 g.10357C>T, p.Prol36 Synonymous codon
13|rs148259441 g.10215C>T, p.Pro89Leu Missense
14|rs150631365 g.10498C>T, p.Pro183 Synonymous codon
15|rs200101076  |g.10360C>T, p.Ala137 Synonymous codon
16{rs200842202 g.10297C>T, p.Proll6 Synonymous codon
17|rs201127558 g.10450G>A, p.Prol67 Synonymous codon
18|rs367556910 g.10298G>A, p.Vall17lle Missense
19|rs368149347 g.10153C>T, p.Tyr68 Synonymous codon
20| rs371530769 g-10193G>A, p.Val82Met Missense
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Tabla 4.(continuacion)

Ubicacién y N°

SNP Cambio en DNAg vy proteina Significado funcional Significado clinico
rs372332800 |g.10448C>A, p.Prol67Thr Missense
rs373800800 |g.10271G>A, p.Val108Met Missense
rs374272157 |g.10140C>T, p.Pro64Leu Missense
rs745822682 |g.10335A>C, p.His129Pro, Missense
rs748166713 |g.10355C>T, p.Prol36Ser Missense

rs748301023
rs749154172
rs749213434
rs749486136
rs750270295
rs750746199
rs751135700
rs752151612
rs752308034
rs753327781
rs753460403
rs754022687
rs755554117
rs755797941
rs756968232
rs758160581
rs758391877
rs758945581

rs759964053

rs760125073
rs760145611
rs760321133
rs760691566
rs761524591

rs761996476
rs762158191

rs763177333
rs763844854
rs764860638
rs765306052
rs765687165
rs766873495
rs766939481
rs768133135
rs768186118
rs768768651
rs771211286
rs771775925
rs771933695
rs773277711
rs773295163

g.10462T>C, p.Prol71
g.10324A>T, p.Pro125
g.10209A>C, p.His87Pro,
g.10471G>A, p.Prol74
g.10553G>A, p.Glu202Lys,
g.10163G>A, p.Gly72Ser,
g.10178C>G, p.His77Asp
g.10289A>G, p.Met114Val
g.10396G>A, p.GIn149
g.10534A>G, p.Ser195
g.10410T>G, p.Met154Arg
g.10154G>A, p.Glu69Lys
g.10402C>T, p.His151
g.10309A>G, p.GIn120
g.10327C>A, p.lle126
g.10556G>C, p.Glu203GIn
g.10449C>T, p.Prol67Leu
g.10172C>G, p.Leu75Val
g.10487C>T, p.Pro180Ser,
g.10393A>C,p.Pro148,
g.10378C>A, p.Pro143
g.10334C>T, p.His129Tyr
g.10146A>G, p.Tyr66Cys
g.10539A>G, p.Asp197Gly

g.10161T>C, p.Met71Thr
g.10261T>A, p.Alal04

g.10283C>A

g.10406C>G, p.Pro153Ala
g.10550C>T, p.Arg201Trp,
g.10270C>T, p.Pro107,
g.10162G>A, p.Met71lle
g-10369C>T, p.Pro140,
g.10285A>G, p.GIn112
g.10395A>C, p.GIn149Pro,
g.10497C>A, p.Pro183His
g.10224C>A, p.Thr92Asn
g.10477C>G, p.Phel76Leu
g.10225C>G, p.Thr92
g.10353C>T, p.Prol35Leu
g.10358G>A, p.Alal37Thr
g.10470C>T, p.Prol74Leu

Synonymous codon
Synonymous codon
Missense
Synonymous codon
Missense
Missense
Missense
Missense
Synonymous codon
Synonymous codon
Missense
Missense
Synonymous codon
Synonymous codon
Synonymous codon
Missense
Missense
Missense
Missense
Synonymous codon
Synonymous codon
Missense
Missense
Missense

Missense
Synonymous codon

Missense
Missense
Missense
Synonymous codon
Missense
Synonymous codon
Synonymous codon
Missense
Missense
Missense
Missense
Synonymous codon
Missense
Missense
Missense
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Tabla 4.(continuacion)

Ubicacién y N°

Cambio en DNAg y proteina Significado funcional Significado clinico
g.10371A>C, p.Tyr141Ser Missense

: g.10486G>A, p.GIn179 Synonymous codon

9|rs775826448 |g.10508G>C, p.Asp187His Missense

0|rs776675035

rs776762719
72|rs777235911
73|rs778441921
4|rs778689286
75|rs779785692
5|rs780365505
77|rs780818544
8| rs866360000

rs188715671
rs200715488
rs369247345
rs372488657
rs373589740
rs750108771
rs751302355
rs754937993
rs775957398
rs781175862
rs867629707
rs868271285

g.10246C>T, p.lle99
g.10354G>A, p.Prol35
g.10315C>T, p.Ser122
g.10213C>T, p.Pro88
g.10432C>A, p.His161GIn
g.10561G>C, p.Val204
g.10173T>C, p.Leu75Pro
g.10207G>A, p.GIn86
g.10232C>T, p.Pro95Ser
g.10332A>C, p.His128Pro
g.12340T>C
g.12238G>A
g.12239C>T
g.12214G>A
g.12254C>A
g.12213T>A,
g.12218G>A
g.12225G>T
g.12320T>A,
g.12236A>G
g.12220G>A
g.12221G>A

Synonymous codon
Synonymous codon
Synonymous codon
Synonymous codon
Missense
Synonymous codon
Missense
Synonymous codon
Missense

Missense

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'

UTR variant 3'
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Tabla 5. SNPs de tipo missense reportados en la base de datos NCBI
analizados con los programas bioinfomaticos Polyphen y PANTHER. Marcados en
rojo se encuentran aquellos SNPs reportados como patogénicos. En las columnas
de Polyphen y PANTHER se muestra el resultado del analisis y el puntaje asignado
por cada programa, se asignan 3 categorias: en verde: benigno o probablemente
benigno; en amarillo: posiblemente daiino; en rojo: probablemente daiino.

rs431825176
rs431825177
rs431825178
rs138249749
rs139757230
rs1443955572
rs148259441
rs367556910
rs371530769
rs372332800
rs373800800
rs374272157
rs745822682
rs745846151
rs746714110
rs748166713
rs745213434
rs750270295
rs750746199
rs751135700
rs751652555
rs752151612
rs753460403
rs753863554
rs754022687

rs755158864
rs758160581

rs758391877
rs758813809
rs758945581
rs759964053
rs760321133
rs760691566
rs761524591
rs761996476
rs763177333
rs763844854
rs764860638
rs765687165
rs765738846
rs768133135
rs768186118
rs768768651
rs771211286
rs771933695
rs773277711
rs773295163
rs774798326
rs775826448
rs776498485
rs776551701
rs778689286
rs780365505
rs866360000
rs866651139
rs867528957

2.9850G>C, p.GIn57His
£.9852G>A, p.Ser58Asn
£.9853C>A, p.Ser58Arg
2.10427G>T, p.Val160Leu,
2.10530C>A, p.Pro194GIn
£.9864C>T, p.Pro62Leu
£.10215C>T, p.Pro89Leu
£.10298G>A, p.Vall17ile
£.10193G>A, p.Vals2Met
2.10448C>A, p.Pro167Thr
2.10271G>A, p.Vall08Met
£.10140C>T, p.Pro64Leu
£.10335A>C, p.His129Pro,
2.8408C>G, p.Ser32Arg
.9713A>G, p.Asnd2Ser
£.10355C>T, p.Pro136Ser
2.10205A>C, p.His87Pro,
2.10553G>A, p.Glu202Lys,
2.10163G>A, p.Gly72Ser,
£.10178C>G, p.His77Asp
2.6411G>A, p.Gly12Glu
£.10289A>G, p.Met114Val
2.10410T>G, p.Met154Arg
2.6384C>A, p.Thr3Asn
2.10154G>A, p.Glu6SLys

2.6426T>C, p.Met17Thr
£.10556G>C, p.Glu203GIn

£.10445C>T, p.Prol67Leu
£.9860C>T, p.Pro61Ser
£.10172C>G, p.Leu75Val
£.10487C>T, p.Pro180Ser,
2.10334C>T, p.His129Tyr
2.10146A>G, p.Tyr66Cys
2.10539A>G, p.Asp197Gly
2.10161T>C, p.Met71Thr
£.10283C>A

2.10406C>G, p.Pro153Ala
£.10550C>T, p.Arg201Trp,
£.10162G>A, p.Met71lle
£.9844G>C, p.Trp55Cys
£.10395A>C, p.GIn149Pro,
£.10457C>A, p.Pro183His
2.10224C>A, p.Thr92Asn
2.10477C>G, p.Phel76Leu
£.10353C>T, p.Pro135Leu
£.10358G>A, p.Ala137Thr
£.10470C>T, p.Prol74Leu
£.10371A>C, p.Tyr141Ser
£.10508G>C, p.Asp187His
£.8373C>T, p.Pro21Ser
2.8383G>T, p.Gly24val
£.10432C>A, p.His161GIn
£.10173T>C, p.Leu75Pro
2.10232C>T, p.Pro95Ser
£.10332A>C, p.His128Pro
2.9725C>T, p.Thraé6lle

Cambio en DNAg y proteina

S58N
S58R
V160L
P194Q
P62L
P83L
V117
V82M
P167T
V108M
P64L
H129pP
S32R
N42S
P136S
H87P
E202K
G728
H77D
G12E
M114V
M154R
T3N
E69K
M17T
E203Q
P167L
P61S
L75v
P180S
H129Y
Y66C
D197G
M71T
Q112K
P153A
R201W
M711
WS55C
Qi49p
P183H
T92N
F176L
P135L
A137T
P174L
Y141S
D187H
P21S
G24V
H161Q
L75P
P35S
H128P

Proteina

Ubicacion

Exén 5
Exén 5
Exén 5
Exon 6
Exén 6
Exén 5
Exén 6
Exén 6
Exén 6
Exon 6
Exén 6
Exén 6
Exdn 6
Exén 3
Exén 4
Exdn 6
Exén 6
Ex6n 6
Exén 6
Ex6n 6
Exén 2
Exén 6
Ex6n 6
Exén 2
Exén 6

Exdn 2
Ex6n 6

Exén 6
Exén 5
Ex6n 6
Exdn 6
Ex6n 6
Ex6n 6
Exdn 6
Ex6n 6
Exén 6
Ex6n 6
Ex6n 6
Exén 6
Exén 5
Ex6n 6
Exén 6
Ex6n 6
Exén 6
Exdn 6
Exén 6
Exén 6
exon 6
Ex6n 6
Exén 3
Exén 3
Ex6n 6
Exdn 6
Exén 6
Exén 6
Exdn 4

Prediccion Polyphen

BENIGN
POSSIBLY DAMAGING
BENIGN
BENIGN
BENIGN
BENIGN

POSSIBLY DAMAGING possibly damaging

BENIGN
BENIGN

BENIGN
POSSIBLY DAMAGING
POSSIBLY DAMAGING
BENIGN
POSSIBLY DAMAGING

POSSIBLY DAMAGING

POSSIBLY DAMAGING

POSSIBLY DAMAGING

0.000|
0.940|

0.062
0.216

0.001
0.118|

0.000|
0.118]

0.005
0.951]
0.955|
0.010
0.557|

PredicCion . ........

probably begign

possibly damaging
probably begign
possibly damaging
probably begign
probably begign
possibly damaging
possibly damaging

possibly damaging
possibly damaging
possibly damaging
probably begign

Cannot score substitution
possibly damaging
possibly damaging
possibly damaging
possibly damaging
possibly damaging
probably begign
possibly damaging
probably begign
probably begign
possibly damaging
probably begign
possibly damaging
possibly damaging
probably begign
possibly damaging
possibly damaging
possibly damaging

BenicN | 0.004]possibly damaging [ 324
possibly damaging m
possibly damaging m

seNiGN | 000afprobably begign | 176

possibly damaging
possibly damaging
Cannot score substitution

324
324
324
324
324
176
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utilizan diferentes metodologias de analisis, los resultados fueron coincidentes en
22 casos, siendo 8 catalogadas como probablemente dafinas. De aquellas ocho
variantes, se investigd sus respectivas MAF (datos no mostrados). Tres variantes
reportan frecuencias de 0,001%, estas son: @.10146A>G, ¢g.10161T>C,
g.10497C>A, por lo que se analizé con mas detencion la presencia o ausencia de
éstas en las secuencias analizadas. El resto de las variantes se distribuyeron en las
categorias de benigno y posiblemente dafino.

Utilizando el conocimiento entregado por los resultados del analisis antes
mencionado, se realizd la busqueda de aquellas variantes catalogadas como
probablemente dafinas en las secuencias del paciente y del sujeto control,
utilizando el programa Vector NTI Express version 1.6.0. La busqueda no arrojo
resultados que dieran cuenta de la presencia de alguna de las variantes sefialadas.
De igual forma se analizé la presencia del resto de las variantes. A modo de ejemplo
en la figura 8 se muestra un cromatograma representativo de la busqueda de varios
SNP’s.

Finalmente se analizo el total de las variantes en el paciente y el control, no
encontrandose la presencia de alguna de éstas. Asimismo, tampoco se detect6 la

presencia de alguna variante nueva, no reportada.
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Figura 8. Seccion de cromatogramas de secuenciacion de ambas hebras del
ADNg del probando F10-4, correspondientes exdn 6 amplificado con la pareja de
partidores AMELX6 F y R, ambas hebras comparadas con la secuencia consenso
NG_012040.1, Encerrados en rectangulos azules se encuentran los SNP’s de tipo
missense analizados con los programas bioinformaticos. En orden corresponden a:
g.10140C>T, p.Pro64Leu; g.10146A>G, p.Tyr66Cys; g.10154G>A, p.Glu69Lys;
g.10161T>C, p.Met71Thr; g.10162G>A, p.Met71lle; g.10163G>A, p.Gly72Ser, en
el rectangulo rojo se destaca la posicion que tendria la mutacién g.10157C>A,

p.Pro70Thr (Collier y

cols.,1997).
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b) Analisis de variantes de la region no codificante del gen amelogenina.

b1) Analisis de variantes de la region promotora del gen amelogenina.

El promotor del gen amelogenina tiene una longitud de 1416 pb. Su
amplificacion se realizo6 utilizando 4 parejas de partidores: AMELX P1, AMELX P2a,
AMELX P2ab, AMELX P2b y AMELX P3. El analisis de esta region consistio en la
revision de las variantes reportadas en la base de datos NCBI. Los datos fueron
tabulados y los resultados fueron los siguientes: se encontraron un total de 77
variantes, 2 de ellas se correspondian con otras existentes también polimorficas.
Del total de 75 variantes, 35 se encuentran dentro de la secuencia del promotor.
Estas fueron analizadas con el programa bioinformatico con disponibilidad en linea
Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP), programa que permite el analisis y
busqueda de secuencias promotoras en ADN eucarionte y procarionte, y que
consistio en la busqueda de elementos en la secuencia original y la contrastacion
con la secuencia en que se ingres6é cada una de las variantes por separado. Se
obtuvo resultado con las 35 variantes ingresadas, la informacion se encuentra
resumida en la tabla 6. Treinta y dos de las variantes no tienen impacto sobre la
funcién del promotor, mientras que sdlo 3 tuvieron un impacto sobre elementos del
promotor, pero con resultados benignos.

Se realiz6 el analisis de la secuencia promotora del gen amelogenina en el
probando y en el sujeto control. Se apunté a la busqueda en primera instancia de
las variantes reportadas y con algun grado de impacto segun el analisis antes
mencionado. En la figura 9 se muestra un cromatograma representativo en que se
destaca la posicion en que deberia encontrarse una variante reportada.
Posteriormente, se realizd el analisis completo de la secuencia promotora en
busqueda de nuevas variantes. Finalmente no hubo diferencias entre la secuencia
del promotor del probando ni del control con respecto a la secuencia de referencia
NG_012040.1, descartandose la presencia de alguna variante antes reportada o

alguna nueva.
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Tabla 6. Variantes ubicadas en la secuencia promotora del gen amelogenina
reportados en la base de datos NCBI. En la segunda columna se muestra el numero
rs de la variante en la base de datos. La tercera columna muestra el cambio en el
ADNg segun la secuencia de referencia NG_012040.1. En la cuarta columna se
presentan los resultados del analisis de cada una de las variantes mediante el uso
del programa bioinformatico Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP),
disponible on-line.

N® |SNP Cambio en DNAg Andlisis BDGP
1|rs755871234 g8.3597A>T, Sin impacto
2|rs371205107 8.3705G>C Sin impacto
3|rs546491617 g.3717G>A Creacion de nuevo elemento promotor
41rs745725180 8.37207>C Sin impacto
5|rs769158903 8.3726C>T Creacion de nuevo elemento promotor
6|rs774792121 g8.3727G>A Sin impacto
7|rs748638870 g8.3738T>A, Sin impacto
8|rs772586009 £.3802_3803delTG Sin impacto
S|rs773210099 8.3824A>G Sin impacto

10)rs760773555 £8.3826C>T, Sin impacto
11|rs183365414 8.3837A>G Sin impacto
12|rs187878160 £.3859G>A Sin impacto
13| rs368528630 £8.3863G>T Sin impacto
14|rs763875193 g.3877C>G Sin impacto
15|rs597935%4 g.3887C>A Sin impacto
16|rs757162750 £.3943G>A Sin impacto
17|rs929150 g8.3972C>T Sin impacto
18|rs764134574 £.4080C>G Sin impacto
15| rs796613960 g.4127C>T Sin impacto
20| rs753546904 £8.41597>C Sin impacto
21|rs749967892 g.4165C>T Alteracién en elemento promotor
22|rs755674508 g.4228T>A Sin impacto
23|rs775655130 g.4253A>G Sin impacto
24|rs762165854 g.4281T>G Sin impacto
25|rs12834615 g8.4344A5C Sin impacto
26|rs147768666 g.4368C>T Sin impacto
27|rs200685008 8.4416T>G, Sin impacto
28|rs75062244% 8.4486C>T Sin impacto
29| rs754639418 g.4554T>G Sin impacto
30| rs775172647 8.46577>C Sin impacto
31| rs190979631 g.4677G>A Sin impacto
32|rs772451184 g8.4704G>A Sin impacto
33|rs532010191 g.4817_4818insC, Sin impacto
34| rs780400856 g.4866G>A Sin impacto
35|rs201841630 8.4994G>A Sin impacto
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Figura 9. Seccion de cromatogramas de secuenciacion de ambas hebras del
ADNg del probando F10-4, correspondientes a parte del promotor del gen
amelogenina amplificado con la pareja de partidores AMELXP1 F y R, ambas hebras
comparadas con la secuencia consenso NG_012040.1, Encerrados en rectangulos
azules se encuentran los SNPs analizados con el programa bioinformatico Berkeley
Drosophila Genome Project (BDGP) y destacado por crear un nuevo elemento
promotor. En orden corresponden a los rs546491617 y rs769158903, en ADNg
g.3717G>A y @.3726C>T, respectivamente. Ninguna de las variables antes
descritas fueron encontradas.
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b2) Analisis de variantes de regiones intronicas del gen amelogenina.

De la cantidad total de SNP’s reportados en la base de datos NCBI, 377 se
ubican en regiones no codificantes. La mayor parte corresponden a variantes
intronicas con un total de 261, pudiéndose sumar 3 que se ubican en sitios de
procesamiento pero que forman parte de los intrones. La utilizacion de las parejas
de partidores para la secuenciacion del sectores codificantes del gen amelogenina,
dado el tamafo del producto esperado, permiten la secuenciacion de regiones
intronicas adyacentes. Esto permitié obtener entre 100 a 150 pares de bases 5’y 3’
de cada intrén. El intrén 4 fue completamente secuenciado, dado que el disefio de
la pareja de partidores AMELX45 F y R amplifica tanto el exén 4 y 5 del gen
amelogenina simultaneamente.

El analisis de las secuencias en el programa Vector NTI Express version 1.6.0
permitié establecer el numero de SNPs posibles de analizar en el probando y en el
control.

Con esto se obtuvo que del total de 263 variantes intrénicas se analizaron
86 de éstas con el programa bioinformatico en linea Human Splice Finder, en busca
de alteraciones en sitios de procesamiento. Las variantes del intrén 1 fueron
excluidas debido a que el exdn 1 y parte del exdn 2 corresponden a regiones no
traducidas. Finalmente se analizaron: 21 variantes del intrén 2; 18 del intréon 3; 17
del intron 4; 16 del intron 5 y 14 del intron 6. Los resultados del analisis, mostrado
en la tabla 7, permiten observar que 45 de las variantes no tienen impacto sobre los
sitios de procesamiento, 38 producen alguna alteracion en sitios potenciadores del
procesamiento pero que son caracterizados por probablemente no causar impacto
en el procesamiento. Dos tienen un potencial impacto y solo 1 presentaria un
impacto altamente probable.

Se analizé la presencia/ausencia de todas estas variantes tanto en el
probando como en el control. No se detecté ninguna de ellas. A modo de ejemplo
en la figura 10 se muestra el cromatograma con la ubicacion donde deberia estar
el cambio g.12190G>A, el cual fue caracterizado como muy probable de causar

alteracion en el procesamiento.
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Tabla 7. SNP’s intrénicos de la base de datos NCBI analizados con el programa
bioinfomatico Human Splice Finder (86 variantes estudiadas y tabuladas). Se detalla
en la segunda columna el numero rs de la variante, en la tercera columna el cambio
en el ADNg en la secuencia de referencia NG _012040.1. En la quinta columna
aparece la frecuencia del alelo menor (Proyecto 1000 genomas). La sexta columna
presenta los resultados del analisis con el programa en linea Human Splice Finder.

N° SNP Cambio en DNAg Significado funcional Frecuencia Resultado Human Splice Finder
1|rs775768556 2.6439A>C intron variant C=0.0003/1 Sin impacto
2|rs748483718 g.6443C>A intron variant Probablemente sin impacto
3|rs756431625 g.6450C>T intron variant Sin impacto
4|rs778080525 g.6455G>T intron variant Probablemente sin impacto
5|rs749844204 g.6466A>G intron variant Sin impacto
6[rs946252 g.6495T>C, intron variant T=0.3139/1185 | Probablemente sin impacto
7|rs771907722 g.6519A>G intron variant G=0.0003/1 Probablemente sin impacto
8|rs772844760 8.6525G>T intron variant T=0.0003/1 Sin impacto
9|rs760714398 g.6558T>C, intron variant C=0.0011/4 Probablemente sin impacto
INTRON2 10| 766401250  |g.6562A5T intron variant T=0.0003/1 Sin impacto
11|rs946251 g.6608C>T intron variant T=0.0196/74 |Probablemente sin impacto
12|rs766596145 2.8224A>C, intron variant Sin impacto
13|rs181251476 g.8273T>C intron variant C=0.0003/1 Probablemente sin impacto
14(rs774632042 2.8294T>C, intron variant Probablemente sin impacto
15|rs772359150 2.8296C>A intron variant Probablemente sin impacto
16|rs771416423 g.8317T>C intron variant Probablemente sin impacto
17|rs373394187 8.8318C>G intron variant Sin impacto
18|rs745320292 2.8321T>G intron variant Probablemente sin impacto
19|rs185763648 2.8322C>G, intron variant G=0.0005/2 Sin impacto
20|rs775163233 g.8341T>C intron variant Probablemente sin impacto
21|rs760209734 g.8343C>G intron variant Sin impacto
22(rs751602067 8.8426C>G intron variant Probablemente sin impacto
23|rs755035318 g.8431C>T intron variant Sin impacto
24|rs769567581 g.8433A>G intron variant G=0.0003/1 Sin impacto
25|rs753003209 g.8443A>T intron variant Probablemente sin impacto
26|rs201968803 2.8444T>C intron variant C=0.0003/1 Sin impacto
27|rs778170205 2.8446G>A intron variant Sin impacto
28|rs749650835 2.8451C>T, intron variant Sin impacto
29|rs762338830 g.8465T>G intron variant G=0.0003/1 Probablemente sin impacto
INTRON 3 30|rs759971590 g.8544C>G intron variant Probablemente sin impacto
31|rs188865418 g.8547C>T intron variant T=0.0026/10 |Probablemente sin impacto
32|rs112174012 g.8565G>A intron variant A=0.0003/1 Probablemente sin impacto
33|rs761389595 g.8589G>A intron variant A=0.0003/1 Sin impacto
34|rs760940170 g.9655A>G intron variant G=0.0003/1 Sin impacto
35|rs745396130 8.9665T>C intron variant Sin impacto
36(rs772080502 8.9672_9674delCTT intron variant Sin impacto
37|rs200884777 g.9673T>C intron variant Probablemente sin impacto
38|rs185985105 8.9674T>C intron variant Probablemente sin impacto
39|rs766963883 g.9675C>T intron variant T=0.0003/1 Sin impacto
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Tabla 7(continuacién).

N° |SNP Cambio en DNAg Significado funcional Frecuencia Resultado Human Splice Finder
40(rs768417162 g.9737G>T intron variant Sin impacto
41|rs201515468 g.9742T>C intron variant C=0.0003/1 Probablemente sin impacto
42(rs200163085 g.9743A>G intron variant G=0.0034/13 |[Sin impacto
4315373696473 g.9750A>G intron variant Probablemente sin impacto
44|rs765286677 g.9754C>T intron variant Sin impacto
45(rs773161383 g.9758A>C intron variant Probablemente sin impacto
4615765441386 8.9768T>C intron variant C=0.0003/1 Sin impacto
47|rs199717275 2.9769A>C intron variant Probablemente sin impacto
INTRON4 43| 767685604  |g.9772T>C intron variant Probablemente sin impacto
49|rs752708064  [g.9775G>T intron variant Sin impacto
50| rs776437048 g.9784_9785delAA intron variant Sin impacto
51(rs754292311 g.9795A>T intron variant Sin impacto
52|rs762554859 8.9799G>C intron variant Probablemente sin impacto
53|rs764237259 2.9807T>C intron variant Probablemente sin impacto
rs759477208 £.9809delT intron variant Sin impacto
55|rs754218426 g.9811T>C intron variant Probablemente sin impacto
56(rs779323924 g.9823G>A splice acceptor variant Sin impacto
15375383821 g.9875C>T intron variant Sin impacto
15768435519 2.9884C>T intron variant Sin impacto
rs780941596 g.9889T>A intron variant Probablemente sin impacto
rs191283789 8.9894T>C intron variant C=0.0005/2 Probablemente sin impacto
15182747238 2.9922C>T intron variant T=0.0011/4 Sin impacto
rs778112293 g.9976T>A intron variant A=0.0003/1 Probablemente sin impacto
1750299843 8.9989A>G intron variant G=0.0005/2 Sin impacto
15187280112 2.9996C>T intron variant T=0.0003/1 Sin impacto
15779831463 2.10048A>G intron variant G=0.0003/1 Probablemente sin impacto
rs371324708 g.10097C>T intron variant Sin impacto
15769670776 g.10100A>T intron variant Probablemente sin impacto
15772861040 2.10112A>C intron variant Probablemente sin impacto
15764959956 £.10118_10119delCT intron variant Probablemente sin impacto
rs763006746 £.10128C>T intron variant Sin impacto
15770771001 £.10132C>T intron variant Sin impacto
15754573529 g.10134A>G, splice acceptor variant Sin impacto
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Tabla 7 (continuacién).

N°

SNP Cambio en DNAg Significado funcional Frecuencia Resultado Human Splice Finder
15751474750 g.10570A>T intron variant Sin impacto

rs746508249 g.12044G>A intron variant A=0.0003/1 Sin impacto

15191399494 2.12066A>C intron variant C=0.0003/1 Probablemente sin impacto
15771336026 g.12146T>G intron variant Probablemente sin impacto
rs779253128 g.12153A>G intron variant Sin impacto

15746272574 g.12157G>A intron variant Probablemente sin impacto
rs376830760 g.12158T>C intron variant C=0.0003/1 Sin impacto

rs369891804 g.12162T>C intron variant Sin impacto

15183940749 g.12171C>G intron variant G=0.0003/1 Sin impacto

15769206570 g.12173G>T intron variant Sin impacto

15776065625 £.12182C>T intron variant Sin impacto

15762731577 g.12185delT intron variant Potencial alteracion
1761293454  |g.12190T>G intron variant Alteracién muy probable
15764911951 g.12194G>A splice acceptor variant Potencial alteracion
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Figura 10. Seccién de cromatogramas de secuenciacion de ambas hebras

del ADNg del probando F10-4, correspondientes al exdn 7 amplificado con la pareja
de partidores AMELX7 F y R, ambas hebras comparadas con la secuencia
consenso NG_012040.1. Encerrado en rectangulo azul se encuentra la variante

rs761293454, g.12190T>G, caracterizada como muy probable de causar alteracién
en el procesamiento, con el programa bioinformatico Human Splice Finder.

53

/



7. DISCUSION

Las Al son desordenes hereditarios del esmalte, clinica y genéticamente
heterogéneos, por lo que se presentan con gran variabilidad fenotipica y diversos
patrones de herencia, ya sea, autosémicos o ligados al cromosoma X, dominantes
y/o recesivos en ambos casos (Crawford y cols., 2007; Urzua y cols., 2011).

Actualmente, se conoce que las Al no sindromicas de tipo hipoplasicas,
hipomaduras e hipocalcificadas pueden ser ocasionadas por mutaciones en
diversos genes, entre ellos Amelogenina (Wright y cols., 2015; Moradian-Oldak,
2012; Kim y cols., 2008; El-Sayed y cols., 2009; Parry y cols., 2012; Parry y cols.,
2013; Zhang y cols., 2015; Urzuay cols., 2015). En Al sindréomicas se ha encontrado
asociacion de mutaciones en genes como LTBP3, FAM20A, CNNM4, ROGDI y
FAM20C. Casos de Al sindrémica y no sindromica se han asociado a genes como
COL17A1, LAMAS, LAMB3y DLX3 (Seymen y cols., 2015).

Amelogenina es la proteina mas abundante de la matriz extracelular del
esmalte en desarrollo (Fincham y cols.,1991 ; Salido y cols., 1992). El gen que
codifica la proteina amelogenina se denomina AMEL y existen dos formas de éste
en los mamiferos (genes duplicados); uno se ubica en el cromosoma sexual X
(AMELX) y el otro en el cromosoma sexual Y (AMELY). AMELX es el principal
participante en la organizacion y estructura del tejido adamantino (Hart y cols., 2002;
Kimy cols., 2004; Kida y cols., 2007).

El gen AMELX (locus AIH1,Xp22.3), esta constituido por 7 exones,
abarcando una longitud total de 8 kb en el genoma, de la cual parte del exon 2, los
exones 3, 5, 6 y parte del exdn 7 codifican para la proteina amelogenina.

En el presente trabajo se realizé el analisis genético molecular de un
probando proveniente de wuna familia Colombiana afectada con Al
hipoplasica/hipomadura con un posible patron de herencia ligado al cromosoma X,
diagndstico clinico y genelaogia realizados en la Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota, Colombia. Dado los hallazgos clinicos y el patron de herencia de la Al en el
probando, es que se estudid el gen amelogenina como potencial candidato en la

etiologia de la enfermedad para esta familia. Se realizé el estudio de la region
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promotora y de la region codificante completa, junto con las regiones intronicas
circundantes del gen amelogenina (AMELX), usando ADN del probando amplificado
mediante el uso del paquete comercial GenomiPhi dado que se contaba con baja

cantidad de ADN original.

7.1 Analisis clinico radiografico y genealogias de las familias analizadas.

La amelogenesis imperfecta se subdivide a nivel clinico en varias formas
dependiendo el tipo de defecto y la etapa de formacién del esmalte afectada:
hipoplasica, hipocalcificada e hipomadura. Los dientes afectados pueden
presentarse con cambios de coloracion, sensibilidad o propensos a desintegracion
del esmalte pre o post-erupcién. La demarcacioén entre fenotipos no siempre es
exacta (Wright y cols., 2003). Asi mismo, existen diferentes grados de alteracion en
cada forma y se ha visto que pueden coexistir en el mismo paciente o incluso en el
mismo diente diferentes fenotipos, por ejemplo: formas hipoplasica e hipomaduras.
La formas hipomaduras pueden ser confundidas con fluorosis (Crawford y cols.,
1992).

En el probando de la familia Colombiana afectada, se describen sensibilidad
en dientes permanentes y al examen clinico se observé que el paciente presentaba
dientes afectados con fenotipo hipoplasico/hipomaduro. Los primeros molares
presentaron hipoplasias y en los dientes anteriores opacidades compatibles con
hipomeralizaciones. En el probando se descartaron alteraciones sistémicas, como
posibilidad de que la Al se presente formando parte de un sindrome como sucede
en algunos casos, como por ejemplo, Sindrome Trico Dento Oseo (TDO) en que los
pacientes se caracterizan por, adicional a presentar amelogénesis imperfecta,
cabello rizado y cambios esqueletales como esclerosis 6sea. Como caracteristica
comun se explica la alteracién del cabello y Al por la afeccion al ectodermo, mientras
que la esclerosis 6sea estaria relacionada al mesodermo. No obstante, la etiologia
estaria sustentada en una mutacion en el gen DLX3 (Dong y cols., 2003). En estos
casos el diagnostico diferencial debe hacerse con respecto a Amelogénesis

imperfecta con taurodontismo no sindémica, ya que en ambos casos el fenotipo es
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similar. Si bien la probando presenta cabello rizado, el fenotipo de la Al no incluye
taurodontismo. En general, en los diferentes casos de Al, la literatura indica que
existen variadas condiciones que se acompanan con Al, por lo que el diagnodstico
diferencial es importante, por ejemplo en el sindrome de Kohlshutter, Platispondilia,
Distrofia de conos y bastones, Nefrocalcinocis, entre otros (Hunter y cols., 2007).

Por otro lado, también se ha postulado la posibilidad de que la Al se clasifique
como sindrome por si solo. Esto debido a que se ha observado clinicamente
mordida abierta anterior de tipo esqueletal, con prevalencia que varia entre 24 y
60% de los casos de pacientes con algun tipo de diagndstico de Al, ya sea de
herencia asociada a X o autosdmica (Rowley y cols., 1982; Crawford y cols., 2007).
Sin embargo, no existe clasificacion en que se hable de la Al como sindrome y, por
otro lado, la relevancia de la asociacion antes descrita aun debe ser bien dilucidada.

El probando en estudio presenta antecedentes de recibir tratamiento
ortoddncico y al examen clinico se reporta mordida cruzada bilateral. No se puede
establecer con certeza que en este caso el diagndstico de Al vaya acompanado de
la existencia de mordida abierta anterior. Ademas, tampoco se puede determinar
que ésta no sea originada por la presencia de malos habitos, lo cual lo hace muy
probable ya que se relata succion digital hasta los 7 afios. Existen diversos reportes
en que se presenta mordida cruzada, anormalidades en la erupcidn, agenesias,
calcificaciones pulpares, reabsorcion radicular, hipercementosis, malformaciones
radiculares (Souza y cols., 2014). No se observaron en este estudio este tipo de
anomalias y otras alteraciones locales.

En el examen radiografico se evidencian algunos hallazgos clinicos,
principalmente hipoplasias. Aquellas mas marcadas y que involucran gran cantidad
de estructura dental son visibles en el estudio radiografico, caso de primeros
molares. Las hipoplasias que comprometen caras libres, como sucede en caras
vestibulares de los molares y los signos de Al hipomadura no son visibles en las
radiografias por efecto de los fendmenos proyeccionales y sobreproyeccion de otras
caras del diente.

La genealogia de la familia estudiada muestra que el sujeto Il1:2 es el unico

individuo de sexo femenino afectado, ya que de los nueve descendientes en total,
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se aprecia una mujer y 7 varones sanos. Luego, Ill.2 transmite el rasgo a parte de
la descendencia, 2 de 3 hijas (sujetos IV:1 y IV:3). Una de las hijas afectadas
transmite el rasgo a su unica hija (sujeto V:1) quien es la probando de este estudio.
Al analizar esta genealogia podemos conjeturar que es en el sujeto Ill:2 donde
aparece por primera vez la enfermedad y se expresa en el fenotipo. Este sujeto
transmite el rasgo no a todas sus hijas, siendo el padre sano. Esto sugiere que se
trata de un rasgo dominante y que el sujeto Ill:2 seria heterocigoto para la condicion.
Esto da la posibilidad de que sea autosémico o ligado a X. Por otro lado, el fenotipo
que presenta el probando, tiene similitudes a fenotipos con herencia ligadas a X con
esmalte hipoplasico/hipomaduro. En la literatura es ampliamente postulado que
todas las formas de amelogénesis imperfecta con una conocida base molecular con
herencia ligada a X se asocian a una mutacién en el gen AMELX. Sin embargo,
existe reporte de familias afectadas y con herencia ligada a X pero asociada a otra
region de X (Xq22-28) (Aldred y cols., 1992). También existen otras condiciones
ligadas a X que involucran al esmalte, sugiriendo que otros genes de importancia
en la formacién del esmalte se encuentran en el cromosoma X (Landy y cols.,
1993; Mikkola y cols., 2003; Balmer y cols., 2004).

Dado que los hombres afectados expresaran solo el alelo mutado y que por
otro lado, las mujeres muestran un patron mosaico de expresion debido a la
inactivacion del cromosoma X (lionizacion), los fenotipos en hombres y mujeres
varian marcadamente en severidad y apariencia. Las mujeres afectadas por Al con
mutaciones en AMELX, presentan un patron tipico con descoloraciones o bandas
hipoplasicas debido a agrupaciones de ameloblastos que pueden expresar el alelo
normal o el alelo mutado (Witkop y cols., 1967; Hart y cols., 2002).

En este estudio solo se observan mujeres afectadas. En las distintas
generaciones afectadas no hay hombres en las descendencias. Solo se cuenta con
el antecedente de que la madre y la tia estan afectadas con Al, pero no se sabe con
certeza los patrones de Al presentes en ellas. Seria conveniente realizar un estudio
clinico exhaustivo para poder establecer una comparacion en la expresion de la

enfermedad y analizar los aspectos comunes entre los afectados.
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7.2 Analisis genético molecular del caso de Al estudiado.

El analisis genético-molecular de esta investigacion consistié en el estudio
genético molecular del gen amelogenina (AMELX ), mediante amplificacion a través
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién directa, a nivel de
regiones regulatorias (promotor y sitios de procesamiento) y codificantes (exones)
del gen.

En la mayoria de los genes, cuyos productos son proteinas, la region
promotora contiene los determinantes principales de la transcripcién (tanto
espaciales como temporales). A pesar de esto, las secuencias promotoras aun no
son incluidas rutinariamente en la busqueda y analisis de mutaciones, quizas porque
su relevancia patologica seria dificil de establecer sin laboriosas pruebas de
funcionalidad (Chen y cols. , 2010). Con anterioridad, existen trabajos en que si se
ha estudiado la region promotora del gen AMELX, como se realizé en el trabajo de
investigacion sobre Amelogénesis Imperfecta de tipo hipoplasica, en sujetos
pertenecientes a una familia Chilena, mediante métodos clinicos, histolégicos y
genéticos, llevado a cabo el afio 2011 por A. Plaza y desarrollado en el Instituto de
Investigacion en Ciencias Odontoldgicas (ICOD) en el area de bioquimica. En este
trabajo se disefaron partidores especificos para amplificar y secuenciar toda la
region promotora, demostrandose la ausencia de cambios en la secuencia de ADN
del probando con respecto a la secuencia del control y de referencia utilizadas.
Ademas, el analisis de las regiones codificantes y vecindades intronicas, no
evidencio ninguna de las 21 mutaciones previamente reportadas en la literatura y
tampoco se observo presencia de variantes reportadas y/o nuevas variantes de

secuencia en otras posiciones del gen, tal como sucede en nuestro estudio.

Existen 3 isoformas de amelogenina, producto del procesamiento alternativo
de su ARN mensajero. Aunque actuales investigaciones han descrito hasta 6
isoformas distintas (Cho y cols., 2014). El ARN mensajero mas abundante tiene la
particularidad de que prescinde del exén 4 en su totalidad. Se ha demostrado que

mutaciones silentes en el exén 4 pueden causar patologia al afectar el
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procesamiento alternativo. En un estudio se analizé una familia con Al con fenotipo
hipoplasico/hipomaduro, en que el analisis genético-molecular desarrollado detecté
la presencia de un cambio en la secuencia que conduce a un codon sinénimo,
provocando un cambio en los motivos que participan como potenciadores o
silenciadores en el procesamiento. El cambio que se detectd produciria una mayor
definicion del exon 4. Dado lo anterior es que se incluye en el ARN mensajero parte
del exén 4 (Cho y cols., 2014).

Por otro lado, se postula que el exdn 4 da origen a un microRNA, el cual
puede contribuir a la diferenciacion de ameloblastos y osteoblastos al potenciar la
accion de RUNX2 (Le MH y cols.,2016), con lo cual toma relevancia el estudio de
vecindades intron-exon.

En muchos casos el analisis mutacional fracasa en determinar la etiologia
genética de familias con Al. En un analisis realizado en 7 familias turcas afectadas
con Al, se excluyd la participacion de los genes que codifican ameloblastina
(AMBN), amelogenina (AMELX), enamelina (ENAM), calicreina 4 (KLK4), proteina
FAM83H (FAM83H), enamelisina (MMP20) y tuftelina 1 (TUFT1) (Becerik et al. ,
2009). Otro grupo descarto la participacion de los genes ENAM, AMBN, AMELX,
MMP20, KLK4 y AMTN (amelotina) en dos familias de Brasil con Al no sindromica
(Santos y cols.,2007). Por lo que concluyen, que aunque no se encontraron
mutaciones, exonicas ni en sitios de procesamiento en la union exdén-intron, es
posible que otro tipo de mutaciones, ya sean intrénicas profundas o en regiones
regulatorias, puedan definir la etiologia de estas familias.

Lo anterior, en conjunto a la posibilidad de que otras regiones del cromosoma
X puedan estar involucradas en la etiologia de las Al, nos hacen concluir que si bien
en este trabajo no se detectaron alteraciones en las regiones estudiadas del gen
AMELX, no se puede descartar de forma absoluta que la alteracién no sea ligada a
X, pero también, se mantiente la probabilidad de que la etiologia de la Al en la familia
se encuentre en la alteracion de otro gen diferente de amelogenina y también

localizado en el cromosoma X.
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7.3 Analisis de variantes de la regidon codificante y no codificante del gen
amelogenina.

No solo se realizé la pesquisa de mutaciones reportadas, también, la
busqueda de variantes SNPs para el gen AMELX. El estudio se enfoco en aquellas
que producen un cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina resultante
(missense). De las variantes SNPs encontradas, se sometieron a analisis in silico
variantes missense, intronicas adyacentes a los diferentes exones y aquellas
ubicadas en la secuencia promotora. Aquellas resultantes con potenciales efectos
deletéreos fueron buscadas en la secuencia del probando.

Aun cuando existe una gran cantidad de programas disponibles, el analisis
de las variantes missense se realizd usando 2 programas distintos con soporte en
linea: Polyphen 2.0 el que predice el posible impacto de la sustitucién de un
aminoacido en la estructura y funcién de una proteina humana utilizando diferentes
algoritmos (Adzhubei y cols., 2010) y por otro lado PANTHER, que se basa en el
grado de conservacion de los residuos aminoacidicos (Mi y cols., 2013). La alta
conservacion de algunas zonas del gen indican importantes funciones
desempenadas por residuos o grupos de residuos especificos. Estudios
filogenéticos han demostrado que la secuencia de AMELX se encuentra altamente
conservada entre distintas especies de mamiferos, siendo los extremos N-terminal
y C-terminal los que se encuentran mas conservados, antecedente que se
correlaciona con la importancia que cumplen estas regiones de la proteina en la
formacion del esmalte. Contrariamente, la region central de la proteina es menos
conservada y se ha visto que durante la evolucion de ésta la mayoria de sus
residuos han sido cambiados sin alterar la funcion de la proteina (Delgado y cols.,
2007).

La caracterizacion de mutaciones ayuda a identificar regiones particulares
del gen o residuos que juegan un rol importante en la funcion de la proteina. Este
analisis se basa en que residuos importantes en la proteina no deberian
experimentar cambios debido a que su alteracion o pérdida conduciria a severos
defectos en el esmalte. Por otra parte, aquellos residuos menos importantes en la

estructuracién de la proteina podrian ser sustituidos sin provocar dafios y deberian,
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por lo tanto, ser considerados simplemente como polimorfismos (Delgado y cols.,
2007).

Las variantes y cambios ubicadas en proximidades al inicio de los exones
tienen importancia por el hecho de que pueden constituir motivos silenciadores o
potenciadores del procesamiento. Hasta la fecha, solo se conocen 2 mutaciones en
AMELX que afecta un motivo, uno dentro del exén 4 y el otro en el exén 6. En el
caso del primero provoca que el mensajero incluya el exén 4 llevando a una
modificacion en la estructura de la proteina con el consiguiente efecto deletéreo. En
el segundo caso, se produce una interaccion con otro motivo dentro del exén 6 y
lleva a un mensajero con solo una pequefa parte de éste (Cho y cols., 2014; Kim y
cols., 2017).

Ninguna de las variantes descritas y estudiadas fueron detectadas en el

probando del estudio.
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8. CONCLUSIONES

» El analisis mutacional realizado al gen amelogenina (AMELX) en el probando
del estudio, no detectd ninguna de las mutaciones previamente reportadas,
ni nuevas variantes de secuencia en las regiones codificantes, intronicas y

promotoras del gen.

» Estos resultados indican que mutaciones en otras regiones regulatorias del
gen o mutaciones en otros genes del cromosoma X podrian estar

involucradas en la etiologia genética de esta familia.

> Los resultados obtenidos en este estudio refuerzan el concepto de una
enfermedad con manifestacion clinica y genética heterogénea, puesto que,
el patrén de herencia resulté ser no compatible con lo encontrado a nivel

molecular.

» Segun el analisis bioinformatico se encontré que las variantes missense
g9.10146A>G(c.155A>G), g.10161T>C(c.170T>C), g.10497C>A(c.506C>A),
tienen probabilidad de producir dafio en caso de estar presentes y ademas

son variantes de baja frecuencia.

» Elanalisis bioinformatico revel6 que la variante intrénica g.12190G>A (¢.571-
5T>G) tiene alta probabilidad de causar alteracion en el procesamiento del
gen, lo cual la convierte en una variante interesante de analizar en estudios

de secuenciacion.
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