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Estudio genético de una familia
chilena con tres fenotipos
dentales diferentes

Rosa Andrea Pardo V1.2, Silvia Castillo T2,
Alexandre R Vieira3a.

Genetic studies of a Chilean family
with three different dental anomalies

Background: Congenital dental anomalies can affect up to 25% of
the population. Aim: To report the genetic study of a family with dental anomalies. Material and
methods: We studied a Chilean family presenting with three independent dental phenotypes:
third molar agenesis, supernumerary teeth, and dentinal dysplasia type |. We searched for
mutations in candidate genes proposed for tooth agenesis and supernumerary teeth: IRF6, FGFR1,
MSX1, MSX2, PAX9, PRDM16 and TGFA. We also studied DSPP as a candidate gene for dentinal
dysplasia type I. Results: We did not find mutations in FGFR1, MSX2, PAX9, PRDM16, or TGFA.
We found a MSX1 mutation (G16D) in both affected and unaffected family members. Also, we
found a genetic variation not described before in IRF6 in the dentinal dysplasia type | case.
Conclusions: Further investigation is necessary to evaluate if these variants are functional in
nature. Finally, we are reporting a mutation in DSPP in an asymptomatic 2-year-old child, which
illustrates the ethical pitfalls of interpreting molecular data for genetic counseling of young and/or
asymtomatic individuals (Rev Méd Chile 2006; 134: 1541-8).
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| desarrollo de los dientes, foliculos pilosos y

glandulas mamarias es controlado por interac-
ciones especificas entre el epitelio y los compo-
nentes mesenquimales derivados de la cresta
neural. Las interacciones epitelio-mesénquima son
reciprocas y secuenciales, dentro de las cuales
cada componente juega un rol importante en la
organogeénesis.

Mas de 200 genes han sido implicados en la
odontogénesis, algunos de ellos codifican factores
de transcripcion, otros factores de crecimiento, o
moléculas de la matriz extracelular?.

Las malformaciones dentales ocurren frecuen-
temente en la poblacién, de ellas la més frecuente
es la ausencia de piezas dentarias, también cono-
cida como agenesia dentaria. La agenesia dentaria
ocurre en 2% a 10% de la poblacion (excluyendo
los terceros molares, los cuales se encuentran
ausentes hasta en 25% de la poblacion). Los
dientes que faltan mas frecuentemente son los
segundos premolares, seguidos de los incisivos
laterales superiores?.

Otra alteracion congénita numeérica dental es la
existencia de dientes supernumerarios. Los dien-
tes supernumerarios o hiperdoncia tienen una
incidencia que oscila entre 0,1% y 3,8%, de
acuerdo a la poblacion que se estudie, correspon-
diendo un tercio de los casos a mesiodens (un
diente conico entre los incisivos centrales maxila-
res). La etiologia de los dientes supernumerarios
no esta clara aun, sin embargo, hallazgos como
una mayor incidencia en familiares de primer
grado y un alto grado de concordancia en geme-
los monocig6ticos, plantean una determinacion
genética para esta condicion34,

Las malformaciones dentarias también pueden
afectar la mineralizacién de la dentina. Dicha
mineralizacion es iniciada en la interfase de
predentina a dentina, es regulada por los odonto-
blastos y se produce de manera frontal, caracteri-
zada por la presencia de mdultiples focos de
mineralizacion globular (calcosferitas) que van
creciendo y fusionandose con los adyacentes
hasta formar un frente de mineralizacién relativa-
mente uniforme.

Dentro de las patologias malformativas de la
dentina se destacan dos grupos: dentinogénesis
imperfecta (DI) y displasia de dentina (DD).

La dentinogénesis imperfecta se caracteriza
por comprometer las dos denticiones con dientes

opalescentes o ambar, con camaras pulpares
obliteradas por dentina anormal y mayor tenden-
cia a fracturas del esmalte. El defecto estructural
de la dentina causa el dafio del esmalte, la
aparicién de fracturas y el posterior deterioro
dental. Recientemente, se han descrito mutaciones
en el gen DSPP (disialofosfoproteina) relacionadas
con esta enfermedad®® y pruebas experimentales
han demostrado que mutaciones en el gen DSPP
producen alteraciones en la disposicion y condu-
cen a una biomineralizacion defectuosa de la
dentina’.

Por otra parte, la displasia de la dentina es una
patologia poco frecuente que tiene dos subtipos:
la tipo | (o radicular) y la tipo Il (o coronal).

La displasia de dentina tipo I, es una enferme-
dad autosémica dominante, se caracteriza por tener
comprometidas tanto la primera como la segunda
denticién, el color de los dientes es normal, pero
éstos son moviles, hay odontalgia y formacion
espontanea de quistes o abscesos periodontales y
se asocia a pérdida dental precoz secundaria a una
inadecuada formacion de las raices dentarias. A la
microscopia se evidencia que la dentina de la
corona es normal, pero la camara pulpar se
observa obliterada en la denticion primaria y
reducida significativamente en la denticién secun-
daria. Diferentes teorias se han postulado para la
etiopatogenia de la enfermedad, la primera es que
la papila dentiniana es la responsable del cuadro
en la medida que existan multiples focos de
degeneracién de la misma que se calcifican y en su
periodo de cicatrizacién obliteran el espacio pul-
par; la segunda dice que muy tempranamente en el
proceso embrionario se produce una invaginacion
del epitelio, lo cual genera posteriormente multi-
ples focos de formacién de dentina; la tercera hace
referencia a que existe una alteracion en la interac-
cién normal que existe entre la capa de los
odontoblastos y la de los ameloblastos y que como
resultado de ello se produciria una diferenciacién
anormal de los odontoblastos; sin que ninguna de
ellas haya sido corroborada8.

Sobre la displasia de dentina tipo Il, es
importante recordar que su compromiso es princi-
palmente coronal y que ha sido descrito un
mapeamiento de esta patologia en el cromosoma
4g21.3, en la region en la cual se encuentra el gen
DSPP entre otros genes relacionados con la
odontogénesis®.
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En este estudio analizamos una familia chilena
con tres fenotipos dentarios diferentes: agenesia
de terceros molares superiores, dientes supernu-
merarios y displasia de dentina tipo I, en busque-
da de mutaciones responsables de estas
manifestaciones dentro de los genes ya descritos
en este espectro de anomalias. Es un estudio
pionero de mutaciones a nivel de genes implica-
dos en la odontogénesis en la poblacién chilena.

MATERIAL Y METODO

Familia. Se disefio un protocolo que fue sometido
al Comité de Etica del Hospital Clinico Universi-
dad de Chile, dentro del cual se incluyé un
consentimiento informado para acceder a la parti-
cipacién de cada sujeto en el estudio.

A cada persona participante del proyecto,
ademas de practicarsele una evaluacion clinica, le
fueron tomadas radiografias panoramicas dentales
de acuerdo a las especificaciones convencionales
para este procedimiento, para aclarar su fenotipo
dental.

En la Figura 1 se observa la genealogia con las
manifestaciones clinicas y aquella informacion

relacionada a malformaciones dentales obtenida
de la evaluacion radiologica.

Posteriormente se obtuvo, de todos y cada uno
de los integrantes de la I, Il y Il generacién de la
familia estudiada, una muestra de 3 ml de sangre
periférica 0 una muestra de células en descama-
cion de la mucosa oral tomada con un hisopo
especialmente disefiado para ello (Cytosoft Brush
CP-5B).

El ADN de las muestras de sangre fue extraido
en la Secciéon Genética del Hospital Clinico Uni-
versidad de Chile y el ADN de las muestras de
mucosa oral fue extraido en el Craniofacial
Anomalies Research Center, University of lowa.

Se eligieron genes candidatos basandose en
datos previos de desequilibrio de ligamiento, es
decir, la ocurrencia mas alla de lo esperado de la
asociacion entre un rasgo clinico y la presencia de
un segmento de ADN, enfermedades monogéni-
cas en las cuales las anomalias dentarias forman
parte de su fenotipo, patrones de expresion y
modelos animales (Tabla 1).

Analisis de laboratorio. Se utilizaron PCR en
volimenes de 10-25 ul que contenian 20 ng ADN/
ul; 200 ul de cada nucleétido marcado (dATP,

Probando o caso indice

Fosetas preauriculares

Mesiodens

O® O v 04

Agenesia 18 y microdontia 28

Displasia de dentina tipo | + agenesia 18/28 + transposicion 22/23

Agenesia 18/28+ mesiodens+ premolar supernumerario+ fosetas preauriculares

Figura 1. Genealogia de la familia estudiada
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Tabla 1. Genes candidatos estudiados

growth factor alpha)

Gen Mapeo Expresion  Ratones Otra raz6n para Referencias
cromosémico  durante el knockout con seleccionarlo como
desarrollo anomalias gen candidato
dental dentarias

DSPP (dentin 4021.3 + + Mutaciones en DSPP 5,6, 10,11
sialophosphoprotein) originan dentinogénesis

imperfecta y displasia de

dentina tipo 11
IRF6 (interferon 1932.3-g41 + no Mutaciones en IRF6 12
regulatory factor 6) disponible originan sindrome Van

der Woude, que incluye

agenesia dental como

parte de su fenotipo
FGFR1 (fibroblast 8pll.2- + Mutaciones en FGFR1 13, 14
growth factor pll.l originan sindrome de
receptor 1) Kallmann, que incluye

agenesia dental como

parte de su fenotipo
MSX1 (muscle 4p16 + + MSX1 esta asociado a 15, 16
segment homeobox agenesia dental en
homolog 1 - humanos
Drosophila)
MSX2 (muscle 5q34-935 + + 17
segment homeo box
homolog 2 -
Drosophila)
PAX9 (paired-box 9) 14912-9q13 + + PAX9 est4 asociado a 2,16, 18, 19

agenesia dental en

humanos
PRDM16 (PR-domain 1p36.23- + no
zinc finger protein 16)  p33 disponible
TGFA (transforming 2p13 + TGFA esta asociado a 16, 20-23

agenesia dental en
humanos

dCTP, dGTP y dTTP); 1,5 mM MgCI2; 10 mM Tris/
HCL pH 8,3; 50 mM KCL; 0,25-1,0 uM de cada
partidor; y 0,01-0,02 U de Taq polimerasa/ul. Los
partidores para IRF6, FGFR1, MSX1, MSX2, PAX9 y
TGFA fueron obtenidos de la literaturall:13-18, | os
partidores para el gen DSPP se describen en la
Tabla 2. La secuencia de los partidores para el gen

PRDM16 se obtuvo por gentileza del Dr. Bryan
Bjork del Brigham and Women’s Hospital de
Harvard Medical School, Boston, USA.

Los ciclos de secuenciacion fueron realizados
en volimenes de 20 ul usando 4 ul del reactivo
determinante de secuencia ABI Big Dye, 1 ul de 5
uM de partidor de secuenciacion, 1 ul de DMSO, 4
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Tabla 2. Partidores del gen DSPP

Gen Exoén
DSPP Exén 1rev
Exén 2brev

Exén 2&3arev
Exoén 3aBfor
Exoén 3bfor
Exén 3cfor
Exoén 3dfor
Exoén 4afor
Exén 4bfor
Exén 4cfor
Exén 4dfor
Exoén 4efor
Exoén 4ffor
Exoén 4frev

Partidores

5-TGGTTTGTTGAAACCTCACA-3
5-TCAATGATCTTGAAGGAAAGCA-3
5-CCCATTCCAGCCCTCATT-3
S-TTGATTGAATTGTTTCTTTTTCAG-3
5-GTGTCCTGGTGCATGAAGGT-3
5-GCCACAAACAGAAGCAACAC-3
5-GTCCTAGTGGGAATGGAGCA-3
5-CCTATGGCAACTTTTCCCAGT-3
5-TGACAGCAATAGTGATGGATATGA-3
5-CAAATCAGACAGTGGCAAAGG-3
5-AGCAAGTCAGACAGCAGCAA-3
5-AGCAATAGCAGTGAGAGCAGTG-3
5-AGCAATAGCAGTGAGAGCAGTG-3
5-CTATTGCTGCTGTCGCTATCA-3

ul de 2,5X buffer, y 2,5 ng/100 de pares de bases
de ADN templado, los cuales fueron sometidos a
un paso de denaturacion a 96°C por 30 s; las
reacciones estuvieron en ciclos de secuenciacion a
96°C por 10 s, 50°C por 5 s, y 60°C por 4 min por
40 ciclos. La purificacion fue realizada de acuerdo
a protocolos estandarizados, las muestras fueron
resuspendidas en 40 a 100 ul de ddH20, y 2,5 ul
fueron inyectados sobre un secuenciador Applied
Biosystems 3700. Se utiliz6 el software de secuen-
ciacion ABI (versién 2.1.2). Los cromatogramas
fueron transferidos a una estacion de trabajo Unix,
denominada PHRED (version 0.961028), ensam-
blada con PHRAP (versién 0.960731), el analisis se
efectudé por POLYPHRED (version 0.970312), y los
resultados fueron vistos con el programa CONSED
(version 4.0)24. Cuando los resultados indicaban la
posibilidad de una variante nueva, se secuencia-
ron y analizaron las muestras de otros miembros
de la familia disponibles y controles poblaciona-
les, utilizando el mismo método.

REsuLTADOS
Se estudi6 a una familia con tres generaciones

afectadas por anomalias dentarias en la rama mater-
na, cuya genealogia es presentada en la Figura 1.

No se encontr6 mutaciones en los genes
FGFR1, MSX2, PAX9, PRDM16 o TGFA en alguno
de los integrantes de la familia.

Dentro del estudio del gen MSX1, se encontrd
una mutacion sin sentido: G16D, presente tanto
en personas afectadas, como no afectadas y
dentro de las afectadas en personas con los tres
fenotipos descritos (I-2, 1-3, 1-6, 1-9, 1-14, 11-1, 1I-2,
-7, 11-9, 11-11, 11-14 y 111-2).

Al considerar el analisis del gen IRF6, se
detect6 la existencia de dos mutaciones en condi-
cién de homocigoto compuesto en el propdsito (I-
1), con displasia de dentina tipo 1, dentro de la
region no codificante en el extremo 5’ del exén 1
con la siguiente localizacion: G224C y G246A,
siendo los padres de la paciente heterocigotos
para las dos mutaciones descritas (Figura 2).

Respecto al gen DSPP, se encontraron también
dos mutaciones diferentes. Una de ellas es una
mutacion silente en el codon 299, A por G,
codificandose en las dos situaciones una serina,
sin interferir en la cadena proteica (l1-14). La otra
mutacién se encontré igualmente en el exén 3
(G165R), produciéndose de esta manera un cam-
bio de una glicina por una arginina en la cadena
proteica. Esta Ultima mutacion se pesquisd en una
paciente hasta el momento asintomatica, con tan
s6lo 2 afios de edad (I-15).
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-224

-246

Figura 2. Secuencia de ADN de la probando (I-1) que evidencia dos mutaciones en el gen IRF6, dentro de la
region no codificante en el extremo 5’ del exdn 1 en las posiciones G224C y G246A.

Discusion

Dentro del andlisis de la familia expuesta, sélo se
encontraron mutaciones en dos genes, MSX1 y DSPP.
No se encontrd, sin embargo, una correlacion
genotipo-fenotipo con la mutacién G16D del gen
MSX1. Esta misma mutacion ha sido descrita
previamente en poblacién chilena dentro de estu-
dios de pacientes con fisura palatina, encontran-
dose en personas afectadas y no afectadas, de
manera similar que en nuestro reporte actual. Se
ha postulado que esta mutacion podria interferir
destruyendo una secuencia exénica incrementa-
dora y creando una nueva para una proteina
diferente rica en serina/arginina, SRp402°.

Las mutaciones descritas en condicién homoci-
gota en la probando en el gen IRF6 no han sido
descritas previamente. No pudimos determinar si
estos cambios eran funcionales o no. Se piensa
realizar a futuro estudios con andlisis de modelos
computacionales relacionados, estudios funciona-
les a través de ratones knockout o bien, efectuando
estudios con grupos de pacientes con esta enfer-
medad en busqueda de ésta u otras mutaciones en
este gen que pudieran orientar sobre la relacion
causal de ésta en la displasia de dentina tipo 1.

El gen DSPP se consideré dentro del estudio
como gen candidato para la etiologia de la displasia

de dentina tipo 1, debido a la descripcion en
articulos previos de otros autores de mutaciones en
el exén 2 del gen DSPP en pacientes con dentino-
génesis imperfecta y dado el mapeamiento en el
cromosoma 4g21.3 de la displasia de dentina tipo
2, region en la cual se encuentra el gen DSPP y
porque codifica la disialofosfoproteina, la segunda
proteina més frecuente de la matriz dentiniana®®.
Aungue en la prop6sito, con fenotipo compatible
con DD tipo 1, no se encontraron mutaciones en
los exones 1, 2, 3 6 4 del gen DSPP, ello no
descarta que no se encuentre implicado en la
etiologia de la enfermedad, dado que podrian
existir mutaciones en el exén 5. No obstante, la
amplificacion de este exén es dificil de efectuar,
experiencia que ya ha sido descrita por otros
autores que han trabajado con el gen DSPP,
condicién que posiblemente esté dada por la
cantidad de secuencias repetidas que porta el gen a
este nivel?®. Los templados ricos en repeticiones en
dinucledtidos y tetranucle6tidos y otras secuencias
con repeticiones en tandem son dificiles de secuen-
ciar adecuadamente por cualquier técnica indivi-
dual disponible. Durante la secuenciacién de una
region altamente repetida, la tasa a la cual el
nucleétido relevante marcado es consumido es
muy alta y esto afecta su posterior incorporacién en
la secuenciacién. Ademas, la enzima utilizada en la

1546

ARTiCcULO DE

INVESTIGACION




W ESTUDIO GENETICO DE FAMILIA CON TRES FENOTIPOS DENTALES DIFERENTES - RA Pardo et al

secuenciacion esta sujeta a una cierta cantidad de
pérdida, condicidon que se vuelve critica en una
secuencia altamente repetida, donde son creados
numerosos sitios de iniciacion de copia de la
secuencia, lo que origina que la enzima disminuya
aln mas al interactuar en varios sitios aleatorios en
la regioén altamente repetida.

Otros genes que podrian ser considerados
para estudiar dentro de la etiologia de la displasia
de dentina tipo 1 son aquellos mapeados cerca de
DSPP como osteopondina (SPP1), proteina de la
matriz de la dentina (DMP1), y sialoproteina 6sea
Il (IBSP), o bien diferentes moléculas componen-
tes de la matriz extracelular presentes durante el
desarrollo dentario como: factores de crecimiento,
proteinas derivadas del suero, lipidos y enzimas
degradantes, como las proteinasas?’-2°,

Respecto a la segunda mutacion detectada en
el exén 3 del gen DSPP, y que induce un cambio
de glicina por arginina, en una paciente asintoma-
tica (Figura 1, 1-15), no puede aun interpretarse ni
definirse un fenotipo dental consecuente dada la
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