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DEFINICION DEL PROBLEMA

La denticion, es resultado del proceso en el cual aparecen los dientes de una
persona o animal, en los humanos; la denticion temporal estd compuesta por 20,
mientras que la denticion permanente por 32. Existen diversas anomalias en la
morfologia, tamafio y numero, que han sido reportadas a través de estudios, y pueden

presentarse en ambas denticiones (1).

La agenesia dental, se define como la ausencia congénita del germen dentario,
es una anomalia que puede presentarse en ambas denticiones. Es menos comun en la
denticién decidua, con una prevalencia del 1% en la poblacion general, mientras que
en la denticion permanente es de hasta el 25% . Se define como hipodoncia a la
ausencia de uno o a seis dientes, la ausencia mayor a 6 dientes se define como
oligodoncia; la anodoncia es la ausencia total. Se conoce que estas anomalias, son
resultado de un trastorno en la iniciacion y proliferacion de la lamina dental, causando

la ausencia de células que forman el germen dentario (1,2).

La agenesia dental ocurre en formas sindromicas y no sindrémicas y se clasifica
como una condicién genética y clinicamente heterogénea que afecta a varias
combinaciones de dientes. Existen diversos genes que intervienen en las diferentes
etapas del desarrollo dentario, los cuales también forman parte en el desarrollo de otros
organos del cuerpo, por lo cual también se relaciona a diversos sindromes, como el
sindrome de Witkop por mutacion del gen MSX (muscle segment homeobox), el
sindrome de Axenfeld Rieger por mutacion de los genes BMP4/FGF8 (P1TX2) y PAX9
siendo de tipo autosomico dominante. Recientemente el gen AXIN2, un receptor de
sefializacion Whnt, fue identificado como responsable de una forma no sindromica de

agenesia dental (3,4).



La agenesia no sindrémica puede ser de tipo esporadica o familiar, esta Gltima
se transmite como una condicion genética autosomica dominante, autosdmica recesiva
o ligada al cromosoma X. Los factores genéticos han tomado mucha importancia
debido a la prevalencia familiar observada, asi como por estudios de gemelos y
familiares, pero se ha obtenido evidencia definitiva durante la era de la genética
molecular, gracias a la cual se han detectado defectos en varios genes asociados a

anomalias dentales de nimero, forma y tamafio (5).

Con el fin de encontrar posibles mutaciones en un dmbito familiar, en genes
asociados a la agenesia dental que no han sido estudiados en la poblacion yucateca, se

plantea la siguiente pregunta:

¢Existen variaciones genéticas presentes en el gen AXIN2 como causa de

agenesia dental familiar en pacientes yucatecos?



REVISION BIBLIOGRAFICA

ODONTOGENESIS

La denticibn humana, es un sistema biolégico conformado por dientes,
ubicados a lo largo del maxilar y mandibula de forma articulada; su desarrollo
comienza en el dia 28 de gestacion, con el inicio de la hebra epitelial primaria y termina
con la formacion de las raices de los terceros molares. La ld&mina dental maxilar y
mandibular estd formada a las 6 semanas en el Utero, y el desarrollo de los dientes
primarios comienza a partir de la 8va semana. Es el proceso mas largo de
organogeénesis en el cuerpo humano, regulado por interacciones de tejidos y redes de
genes similares a otros 6rganos ectodermales, e involucra un proceso repetitivo de
mecanismos de auto organizacion, cruciales para la formacion de las series dentarias,

su forma y renovacion (2,6-8).

El desarrollo de los dientes (odontogénesis), es un proceso altamente complejo,
que implica la interaccion entre el ectodermo oral, y las células del ectomesénquima
que se derivan de la cresta neural. Las sefiales de los centros de sefializacion
subyacentes, estan mediadas por mas de 350 moléculas, que incluyen factores de
transcripcion, de crecimiento, receptores y otras proteinas reguladoras. La via de
senalizacion de Wnt / B-catenina esta involucrada en el desarrollo embrionario, es
activada en las regiones de formacion dental, durante todas las etapas del desarrollo,

por lo cual tiene un papel esencial en la odontogenesis. (9,10).

La formacion de la denticién, es uno de los procesos mas notables del
desarrollo, proporciona un modelo poderoso, para estudiar las interacciones epitelio-
mesenguimales que controlan los patrones y la morfogénesis. Se desarrolla a partir del
epitelio del primer arco branquial del proceso frontonasal, y mesénquima de la cresta
neural, se forma de una serie secuencial y reciproca, de sefiales inductivas entre el

epitelio y el mesénquima. Posteriormente, las células del ectodermo daran lugar a los



ameloblastos, las células de la mesénquima de la cresta neural, formaran odontoblastos

y cementoblastos (11-14).

La proliferacion del ectodermo oral dentro de la ld&mina dental conduce a la
formacion de brotes dentales. Estos brotes dentales en desarrollo contienen los
determinantes genéticos para la transcripcion de proteinas responsables de iniciar
sefiales que eventualmente regulan la cantidad de dientes que se formaran. El proceso
de diferenciacion de la denticion se divide en 3 etapas. En la primera (boton o yema),
ocurre un engrosamiento de la capa epitelial conocido como ldmina dental, el
ectodermo se engrosa y forma un placode (engrosamiento del ectodermo) que brota al
mesénguima subyacente neural-crestado; en las yemas se producen productos de una
gran cantidad de genes, que incluyen moléculas de sefalizacion, y sustancias
responsables de la interaccion del epitelio y mesénquima. En la siguiente etapa,
conocida como casquete, las células forman el saco dental, el cual dara lugar al
periodonto; el epitelio sefiala al mesénquima, que luego se condensa alrededor del
brote epitelial; durante la posterior morfogénesis, el epitelio se pliega y crece para
rodear el mesénquima de la papila dental. Finalmente, en la etapa de campana se fija
la forma final de la corona del diente, cuando las células formadoras de tejido duro del
diente (odontoblastos y ameloblastos) se diferencian en la interfaz del epitelio y el

mesénquima y depositan las matrices de esmalte y dentina, respectivamente (8,12,15).

BASES MOLECULARES DE LA ODONTOGENESIS

Las fases del desarrollo de la denticion estan controladas genéticamente, se han
identificado varios genes que estan involucrados en la morfogénesis, y su papel
regulador a lo largo del desarrollo del érgano dental, es decir, desde la iniciacion hasta
el patron (determinacién de la ubicacion, identidad, tamafio y forma) e histogénesis.
Incluye una serie de eventos inductivos que involucran genes que regulan
principalmente las interacciones epiteliales-mesenquimales. Los mecanismos
moleculares que proporcionan un codigo posicional para la morfogénesis de los
dientes, se basan en un codigo de genes homeobox expresados en células
mesenguimaticas, que se conoce como codigo odontogénico homeobox (11,13,14,16).



Las bases moleculares de la odontogénesis, son similares a las de otros érganos
que incluyen desarrollos epitelio-mesenquimales. Mas de 300 moleculas se involucran
en el desarrollo dental: factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), proteinas
morfogenéticas dseas (BMP), hedgehog sonico (SHH) y WNT. Se han descubierto
bucles de reticulacion entre estas vias que estan interconectadas y son mutuamente
dependientes. El gen AXIN2, tiene un papel importante en en la regulacion de la 8
catenina en la via de sefializacion WNT. Los estudios han identificado que tanto MSX1
como PAX9, son esenciales para la induccién de la proteina morfogenética dsea 4
(BMP4), que se considera un paso fundamental en el desarrollo de los dientes en los
mamiferos (10,16,17).

Entre los genes involucrados directa o indirectamente, en la regulacion del
desarrollo dental se encuentran: LEF1, PITX2, AXIN2, TGFA, IRF6, FGFR1, MSX1y
PAX9, siendo estos ultimos fundamentales en la odontogénesis, mientras que otros
genes tienen un efecto menos pronunciado: DLX1, DLX2, GLI2, GLI3 (14,18).
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Fig. 1. Bases moleculares de la odontogénesis (15).



El gen PAX9 ha sido identificado como un factor clave de control durante el
proceso odontogénico, y su expresion se encuentra especificamente, en los sitios
prospectivos de todos los dientes antes de que existan signos morfologicos de
odontogénesis; codifica los factores de transcripcion, que se expresan en la

mesénquima dental en todas de iniciacion, brote, capuchon y campana (14,19,20).

Los genes MSX, son una familia de genes homeobox, esta compuesta por tres
genes: MSX 1, MSX2 y MSX 3; se expresan en muchos 6rganos, especialmente en sitios
donde ocurren relaciones epitelio-mesénquima; manifiestan de manera activa durante
el desarrollo craneofacial. Durante la embriogénesis, tienen un papel importante en la

odontogenesis (21,22).

El gen MSX1, tiene un papel general en el desarrollo de derivados ectodérmicos
que se expresa fuertemente en el mesénquima dental, el gen PAX9 presenta un
mecanismo de retroalimentacion que regula la expresion de la proteina BMP4 en la
mesénquima, la cual es de suma importancia por ser clave en la formacién del nédulo
del esmalte, estructura que dirige el proceso de cambio de fase de yema a casquete
(14,20,23).

BMP4 es un miembro de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) de moléculas secretorias que participan en la via de
sefializacion BMP. Durante el desarrollo del diente, la expresién de BMP4 cambia del
epitelio dental al mesénquima, por lo cual juega un papel central en las interacciones
epitelio-mesenquimales durante la morfogénesis dental. Las primeras sefiales
epiteliales inducen en el mesenquima la expresion de moléculas de sefial reciprocas,

como FGF y BMP4, que actlan de nuevo en el epitelio (15,24,25).

El gen BMP4, en humanos presenta al menos dos promotores funcionales, los
cuales se usan de manera especifica para cada tipo celular. Funciona durante todo el
desarrollo en la induccion del mesodermo, el desarrollo de los dientes, la formacion
de extremidades, la induccion ésea y la reparacion de fracturas (26,27). Se ha

relacionado su expresion en el epitelio dental durante la morfogénesis dental temprana.
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Los genes BMP4 y BMP2 intervienen en la primera fase del desarrollo de los
dientes, desde el engrosamiento epitelial hasta el estadio de brote y la primera
condensacion de la mesénquima. Estos factores regulan la expresion de los genes
MSX1y MSX2 que determinan el patron microscépico del 6rgano dentario a traves de
la regulacion de distintas moléculas de la superficie celular y de la matriz extracelular
(24,28).

El gen AXINZ se localiza en el cromosoma 17 en el brazo largo g24.1 (fig. 2),
esta conformado por diez exones que varian en tamafio desde 96 pb (exdn 8) hasta 904
pb (exo6n 1), el tamario total del gen AXIN2 es de 625 kb (fig. 3). Codifica la proteina
AXIN2 que tiene un papel importante en la regulacion de la estabilidad de la B-
catenina, es un regulador negativo de la via de sefializacion Wnt. Se expresa durante
la odontogénesis en el mesénquima dental, el nudo del esmalte, el mesénquima de la
papila dental y en los odontoblastos mesenquimales. La proteina AXIN funciona como
una plataforma que facilita la fosforilacion de las B- catenina por GSK-3p, y actla
como un importante mediador de la sefializacion celular (5,29,30).
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Los Wnts son una familia de moléculas de sefializacion que desempefian un papel
fundamental en diversos aspectos del desarrollo craneofacial; AXIN2 actia como un
gen supresor de tumores en numerosos canceres mapeados en el cromosoma
humanosirve como un componente de andamiaje del complejo multiproteina y regula
negativamente Wnt / B-catenina, sefializando la via corriente abajo a través de la
degradacion de -catenina. Se ha demostrado que los miembros de la familia de genes
Whnts estan asociados con hendiduras palatinas en humanos; asi como las mutaciones
o polimorfismos en AXIN2 estan asociados con una mayor susceptibilidad al cancer y

agenesia dental familiar (29,31).

AGENESIA DENTAL

La agenesia dental es una de las anomalias craneofaciales mas frecuentes en el
desarrollo humano el cual se especifica como un desorden heterogéneo determinado
genéticamente que se presenta como la ausencia congénita de uno o mas dientes; e
siendo mas frecuente en mujeres que en hombres. Se diagnostica mediante examen
dental y evaluacion radiogréfica de la cavidad oral. La agenesia dental puede afectar
las denticiones primarias y permanentes, aunque la mayoria de los informes de casos
y estudios genéticos y moleculares evallan la agenesia de los dientes permanentes. Es
una anormalidad que en el campo de la ortodoncia, conduce a varios tipos de

maloclusion, alteracién de la funcion masticatoria y estética (1,8,32,33).

Existen varios términos para describir las anomalias dentales de namero,
dependiendo de la cantidad faltante, agenesia: ausencias congénitas de los dientes
temporales y permanentes, sin antecedentes de extraccion, avulsion o exfoliacion.
Hipodoncia indica una entidad mas compleja, se usa a menudo como un término
colectivo para la ausencia congénita de dientes, involucra no solo aberraciones en
namero, tamafio y forma, sino también anomalias en la tasa global del desarrollo dental
y secuencia de erupcion parcial; aunque especificamente, describe la ausencia de uno
a seis dientes, excluyendo terceros molares. Oligodoncia que significa "pocos
dientes"”, se refiere a la ausencia congénita de seis 0 mas dientes, excluyendo los
terceros molares. Anodoncia, representa una falla completa en el desarrollo de una o

ambas denticiones, denota ausencia parcial o completa de dientes; Se considera



anodoncia total cuando el germen dentario no se forma en el maxilar ni en la

mandibula, y parcial si Gnicamente en una arcada se presenta la anomalia (3,14,34,35).

Los dientes que se encuentran ausentes con mayor frecuencia, son los terceros
molares, seguidos por los incisivos laterales superiores o segundos premolares
superiores e inferiores. Otros estudios mencionan que las ausencias mas frecuentes son
los segundos premolares mandibulares, seguidos de los incisivos laterales superiores

y los segundos premolares superiores (3,13,36).

Se han reportado factores epigenéticos y ambientales, como posibles causas de
agenesia dental, la evidencia cientifica demuestra que son los factores genéticos, los
que desempefian un papel etiologico predominante para la aparicion de esta anomalia.
La genética molecular ha identificado estos factores, y los mecanismos responsables
de su aparacion; con el uso de técnicas de mapeo genético en familias con
hipodoncia/oligodoncia, se ha vinculado varias mutaciones genéticas con agenesia
dental (10,14).

Se ha descubierto que muchas mutaciones genéticas causan agenesia dental
aislada y sindrémica. Se puede clasificar en sindromica o esporadica segun esté
asociada a otra condicion de origen genético o no. A la forma esporadica también se
le conoce como familiar o no-sindrémica y poseen diversas formas de herencia
mendeliana: autosdmica dominante, autosémica recesiva, y ligada al cromosoma X
(13,14).

AGENESIA SINDROMICA

Se han identificado genes subyacentes en todos los sindromes comunes que
presentan agenesia dental (tabla 1), y una parte significativa de la oligodoncia no
sindrémica. Los pacientes con agenesia sindrémica pueden tener otras anomalias tales
como: microdoncia, raices cortas, retrasos en la formacion y erupcién dental,
taurodontismo, hipoplasia del esmalte, impactaciones y retenciones dentales,
transposicion de caninos. La genesis dental familiar, se caracteriza por una
heterogeneidad genética moderada, y se ha informado que tiene un modo de herencia

autosémico dominante, autosémico recesivo o ligado al cromosoma X (8,36) .



Tabla 1. Sindromes y anomalias dentales

Sindrome Anomalias dentales

Displasia ectodérmica Numero, forma y tamafio

Sindrome de Hollermann-Streiff ~ Agenesia de dientes primarios y permanentes

Disgénesis mesoectodérmica Hipodoncia

Sindrome de Christ-Siemens Agenesia

Sindrome de Book Aplasia premolares y molares
Sindrome de Riegar Microdoncia y oligodoncia
Sindrome de Witkop Hipodoncia

Sindrome de Down Hipoplasias del esmalte, agenesia.

Sindrome de Ellis van Creveld Agenesia

El papel de los factores genéticos fue sugerido por la presencia familiar
observada, las diferencias de prevalencia entre las poblaciones, y la asociacion con
sindromes hereditarios, asi como por estudios de gemelos y familiares, se adquirio
evidencia definitiva durante la era genética molecular: han sido detectados defectos en

varios genes, que son causa de agenesia, anomalias en tamafio y morfologia (5).

AGENESIA NO SINDROMICA

Cuando la agenesia es no sindromica, la ausencia dental suele ser el Unico
hallazgo clinico aparente, ésta es la de tipo mas comin como causa de dientes faltantes
congénitos, puede ser de tipo esporadico o familiar. Los casos esporadicos se presentan
con hipodoncia como el Unico fenotipo. La base biologica de la agenesia se debe en
gran parte, al fracaso de la proliferacion lingual o distal, de las células de la ldamina
dental. Es causada por factores ambientales, traumatismos en la regién de los
maxilares, radiaciones; también a factores genéticos dominantes hereditarios o a
ambos. En la actualidad, se han realizados diversos estudios, con el objetivo de
encontrar otras posibles causas de ausencia dental congénita, relacionando el mddulo

genético con el desarrollo de la denticion (8,37).
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Estudios realizados han encontrado a los incisivos laterales superiores ,como
los dientes ausentes congénitamente mas frecuentes, seguidos de los segundos
premolares inferiores. Sin embargo, otros estudios han mencionado los segundos
premolares inferiores como los dientes que faltan con mayor frecuencia, seguidos de

incisivos laterales superiores y segundos premolares superiores (38,39).

BASES GENETICAS DE LA AGENESIA DENTAL

Aunque los factores ambientales pueden contribuir al fenotipo de agenesia
(formas multifactoriales), en la mayoria de los casos se hereda como autosémico
dominante. Como factores genéticos, se han identificado como la principal etiologia
de la agenesia dental las variantes en varios genes: AXIN2, EDA, FGF3, FGFR2,
FGFR10, MSX1y PAX9, esto se asocia con el papel importante que expresan cada uno

durante la odontogénesis. (18,39,40).

Los defectos de la funcidn génica pueden afectar la formacién dental y conducir
agenesias congénitas, aunque las bases moleculares de tales defectos no se entienden
completamente. MSX1 tiene importancia en las interacciones epiteliales-
mesenguimales en la odontogénesis temprana, fue el primero en asociarse a agenesia
no sindromica; mutaciones del gen PAX9 es probable que se manifiesten como
agenesia de segundo molares o una combinacion de agenesia de segundos premolares
e incisivos mandibulares; las mutaciones en el AXIN2 se han asociado con agenesia
dental, con el fenotipo que se presenta como una mezcla de agenesia dental de zonas
anteriores y posteriores, un estudio lo asocio con agenesia de incisivos inferiores
(8,41).

La oligodoncia como resultado de mutaciones en el gen AXIN2, fue de mayor
severidad en comparacion a las mutaciones en los genes MSX1 y PAX9; faltaban mas
molares, premolares, incisivos laterales superiores e incisivos inferiores, pero estaban
presentes incisivos centrales superiores. El fenotipo de los portadores de mutaciones
en el gen AXINZ2, son variables, aunque principalmente involucran una o mas de las

tres caracteristicas principales que incluyen: oligodoncia, displasia ectodérmica
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(desarrollo anormal de la piel, cabello, ufias o glandulas sudoriparas) y poliposis
adenomatosa colorrectal y / o riesgo de cancer colorrectal (5,42).

Otros estudios han identificado mutaciones en los genes EDA y WNT10A. El
EDA codifica una molécula de sefial similar a TNF ectodisplasina activa en el epitelio
y se identifico6 como el gen mutado en forma ligada a X de displasia ectodérmica
anhidrotica, ambos genes se han asociado a agenesia dental aislada. La importancia de
WNT10A para la agenesia dental, esta en linea con su expresion bastante especifica en

el epitelio centros de sefializacion importantes para el desarrollo dental (43).

Se han encontrado polimorfismos en los genes TGFB3 y BMP4, asociados con
agenesia dental, en TGFB3 se asocid con otra alteracion del desarrollo comun en el
maxilar superior y paladar hendido, esta relacionado principalmente con agenesia de
incisivos inferiores, caninos y molares. BMP4 se ha asociado en agenesia tanto del
maxilar como mandibula, las personas afectadas por agenesia debido a este gen, siguen
un patron similar, por lo cual se piensa que este gen esta involucrado en casos de mayor
gravedad de agenesia dental; su asociacion frecuentemente es la ausencia de incisivos
laterales superiores y premolares; también se ha relacionado con osteopenia y
osteoporosis temprana, en el mismo cohorte de pacientes con mutaciones causantes de

agenesia dental. (25,44).

AGENESIA FAMILIAR

Estudios sistematicos de cohortes de pacientes con agenesia dental y sus
familias, indican que los factores genéticos intervienen en la génesis de los dientes por
diferentes modos de herencia: autosomico dominante, autosomico recesivo y ligado a
X, asi como la herencia compleja sugerida se ha informado en familias con
oligodoncia. En la hipodoncia familiar, la herencia mayormente es autosémica
dominante con penetrancia incompleta y expresividad variable. Varios genes han sido
reportados como agentes etiologicos de la hipodoncia; los casos familiares pueden

representar una condicion compleja y multifactorial. (36,45).

12



Diversos estudios han identificado una mutacion de cambio de marco en el gen
PAX®9, en una familia con hipodoncia autosémica dominante con agenesia de molares
permanentes. Se reportd que una combinacion de hipodoncia / oligodoncia y labio y
paladar hendido asociados a una mutacion del gen MSX1 en una familia holandesa.
Gerits estudio a ocho pacientes con oligodoncia severa y encontr una asociacion a
mutaciones de los genes PAX9 y AXIN2. (16,45,46).

El miembro de la familia Wnt 10A (WNT10A), expresa una molécula de
sefializacion secretada esencial para la activacion de la ruta de sefializacion de Whnt.
Este gen se asoci6 con displasia odontoonico-dérmica con hipodoncia variable que
involucra incisivos laterales y premolares en una familia estadounidense. confirmando

el patron autosomido dominante. (47,48).

Huang et al informaron hallazgos de una nueva mutacion sin sentido en el gen
BMP4 (c.124 G> C; Ala42Pro) en una familia pequefia donde la madre y la hija
presentaron ausencia congénita de premolares, se analizaron los efectos de esta
mutacién en el procesamiento, asi como en las propiedades funcionales de BMP4,
concluyendo que podria desempefiar un papel en la causalidad del fenotipo dental
observado. Mu et al realizaron un estudio en dos familias mexicanas, en sus hallazgos
clinicos observaron anomalias de numero, morfologia y tamafio dental; el analisis de
secuencia reveld tres SNP. Entre los seis pacientes afectados en las dos familias, estas
mutaciones se asociaron con ausencia de entre 6 a 15 dientes ausentes (41,49).

La asociacion con el gen AXIN2 y la agenesia dental se ha reportado en
diverosis estudios, Mostowska realizd un estudio de casos y controles relativamente
en Polonia y se encontrd una asociacion entre la agenesia dental y los marcadores en
dicho este gen; el analisis de las secuencias revelo seis polimorfismos conocidos:
€.148C> T, ¢.432T> C, ¢.1365A> G, ¢.1386C> T, c.1712 + 19G> T y c.2141 + 73G>
A. Ademas, de encontrar tres variantes nuevas (c.956 + 16A> G y ¢.1060-17C>T) y
uno, un polimorfismo sindnimo, se localizé en exén 7 (¢.2062C> T. Lammi report6
un estudio realizado en 4 generaciones de una familia finlandesa, describiendo la

asociacion de la agenesia dental familiar (oligodoncia) y mutaciones en el gen AXIN2,
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encontrando que en el grupo familiar se heredaron en un patron autosomico dominante.
Marvin, evalud 3 generaciones de una familia en la cual encontro una mutacion en el
gen AXIN2 causante de la oligodoncia, con un patron autosomico
dominante(47,48,50).

En un estudio realizado en dos familias mexicanas, se secuenciaron los exones
e intrones de AXIN2, en donde se observo oligodoncia no sindromica aislada; se
identificaron 7 SNP ¢.148C>T (P50S), ¢.1060-17C>T, ¢.1201+69A>G, ¢.1365A>G
(P455P), ¢.1386C>T (P462P), ¢.1907+73T>C, ¢.1904-18C>G; 6 de los 8 miembros
afectados en las familias revelaron multiples dientes perdidos, todos con perdida de
premolares e incisivos, concordando con otros estudios que reportan la ausencia de
estos dientes asociados a este gen. Las mutaciones en AXIN2 se heredan de manera
autosdmica dominante, esto significa que los hijos, los hermanos y los padres de las
personas con una mutacion tienen un 50 % de probabilidad (1 de cada 2) de también
tener la mutacion. Las personas con una mutacién en este gen pueden tener uno o0 mas
signos de la condicién, o no tener ninguno. Tanto hombres como mujeres pueden

heredar una mutacion familiar en AXIN2 y transmitirsela a sus hijos(48,51)
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JUSTIFICACION

La agenesia dental es una anomalia de nimero que se observa dia a dia en la
practica odontoldgica, diversos estudios la han clasificado segun sus caracteristicas y
el nimero de 6rganos dentarios faltantes; esta es la anomalia dental mas frecuente. En
la practica ortodontica es de suma importancia identificarla y conocer el impacto que
tiene en la oclusion y el crecimiento y desarrollo craneofacial, ya que esto influira en

el diagnostico y plan de tratamiento.

Estudios en diferentes partes del mundo han tratado de correlacionar la
etiologia de la agenesia con factores ambientales y genéticos, en los cuales se ha
encontrado cierta evidencia de esta posible relacion entre mutaciones genéticas que
como consecuencia se identifican como causa de agenesia dental. En México son
pocos los estudios realizados con la finalidad a determinar las bases y posibles causas
genéticas de la agenesia dental, o de la implicacion de ciertos genes presentes en la
odontogénesis, por lo cual es relevante realizar un estudio que se enfoque en identificar
los genes implicados en la aparicion de esta anomalia, la literatura menciona entre sus
principales causantes a los genes PAX9, MSX1 y AXIN2, en nuestro medio, existen
estudios realizados en la poblacion con los dos primeros genes, pero no hay reportes
de investigaciones realizadas en el gen AXIN2 y debido a su importancia y relacién
con la agenesia dental, se considera importante conocer su implicacion genética con

esta anomalia.

Se hareportado prevalencia de agenesia dental en la poblacién yucateca, siendo
esta comun en varios miembros de una misma familia, lo cual puede estar relacionado
directamente a la carga genética transmitiéndose a cada generacion, por lo cual es
importante conocer el origen fenotipico de esta anomalia para el asesoramiento
geneético, evaluacion del paciente y anticipar un manejo correcto cuando exista

presencia de la misma.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la variacion del gen AXIN2 en pacientes yucatecos con agenesia

dental no sindromica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer el espectro de variacion genética en AXIN2 presentes en pacientes con
agenesia dental en la clinica de ortodoncia de la Universidad Auténoma de
Yucatan.

2. ldentificar si la agenesia dental es dominante o recesiva.

3. Describir las caracteristicas clinicas con los hallazgos genéticos en los pacientes
(genotipo-fenotipo)
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MATERIAL Y METODOS

I. DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, transversal, observacional y

retrospectivo.

II. POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con muestreo a conveniencia no aleatorizado, que acudieron a la
clinica de la Especializacién en Ortodoncia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Autonoma de Yucatan. El diagndstico de agenesia dental se realizé a
través del examen clinico y con el uso de radiografias panordmicas. Se elaboraron

arboles genealdgicos que incluyeron al menos tres generaciones.

1. UNIVERSO DE ESTUDIO: Pacientes con agenesia dental no sindromica que
acudieron a la clinica de ortodoncia para tratamiento odontol6gico cuyas
muestras de ADN se obtuvieron durante el periodo de agosto de 2016 a julio
de 2018.

2. CRITERIOS DE INCLUSION
a. Individuos con agenesia dental de dientes permanentes que no sean
terceros molares y que cuenten con otros miembros de su familia
afectados.
b. Pacientes con radiografia panoramica que demuestre la ausencia del

diente considerado congénitamente ausente.
3. CRITERIOS DE EXCLUSION

a. Pacientes con sindromes clinicamente identificables.

b. Pacientes con labio y/o paladar hendido.
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I1l. METODOLOGIA

1. EXTRACCION ADN

a)

b)

Obtencion de material genético: se realizO un hisopado bucal,
utilizando un hisopo estéril Omniswab durante 30 seg. en ambos
carrillos y en piso lingual, tomando la muestra de saliva y se colocd el
hisopo en un tubo eppendorf®.

Extraccion de ADN: Se aislo6 ADN genomico utilizando el kit Wizard®
Genomic DNA Purification de Promega REF A1120, siguiendo los
protocolos descritos por el fabricante.

2. AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

(PCR)

a)

Se amplificaron los fragmentos de los exones 2b, 6 y 7 del gen AXINZ;
en sentido forward y reverse, utilizando secuencia de nucledtidos

descritos en la tabla 2.

Tabla 2. Primers y secuencia de los exones del gen AXIN2

Primer Secuencia

AXIN2 exon 2b F AGCGCTATGTTGGTGACTTG
AXIN2 exon 2b R CCCCACTCCTCACATATTCG
AXIN2 exon 6F GTAGGGAGCCGAATGTTGC
AXIN2 exon 6R TGCCGCCCTCTTAGAAACTA
AXIN2 exon 7F GCCGCATTACAGGCATTTAG
AXIN2 exon 7R GTGGTCTGCTCAGTCCAACG

b)

Reaccion en cadena polimerasa: la mezcla para las reacciones de PCR
fueron preparadas de la siguiente manera: master mix 5 ul, primero F
0.5 ul, primer Reverse 0.5 pl, H20 libre de nucleasas 3 pl, y 1 ul de
ADN, teniendo un volumen final de 10 pl.

Las condiciones de PCR fueron 95°C por dos minutos, 97°C por 40

segundos, las temperaturas de alineacion para los exones del gen AXIN2
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fueron: exon 2b 56.6°C-57°C, ex6n 6 57.5°C-58°C, exdn 7 55.6°C-
58°C.

Electroforesis por medio de gel de agarosa: Los productos amplificados
se observaron por medio de electroforesis con geles de agarosa al 2%
utilizando Bromuro de etidio como colorante a 100 voltios, durante 20
min aproximadamente, utilizando un marcador de peso molecular de

100pb como referencia.

3. PURIFICACION DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando kit comercial
CleanSweep™ PCR Purification de Thermofisher.

4. CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los amplicones purificados se cuantificaron con el Fluorometro Quantus® de

Promega mediante el sistema QuantiFluor® One dsDNA.

5. SECUENCIACION

a)

b)

ESTANDARIZACION DE CICLOSECUENCIACION

Se realiz6 la ciclosecuenciacion de los exones propuestos del gen
AXIN2

PURIFICACION DE FRAGMENTOS

Se purificaron las muestras de los fragmentos de los exones propuestos
de los genes AXIN2

ELECTROFORESIS CAPILAR
A travées del Analizador Genético ABI PRISM 310 mediante
electroforesis capilar se secuenciaran los fragmentos de cada una de las

muestras.
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6. ANALISIS DE DATOS
Las secuencias obtenidas se procesaron en el software Sequencing
Analysis V.6 de Applied Byosistem y se analizaran en los programas MEGA
para la obtencion de la secuencia Unica e identificacion de las variantes
BIOEDIT, las variantes encontradas se localizaron en la base de datos de

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ para confirmar si habian sido reportadas

previamente.

ASPECTOS ETICOS

El articulo 7° del Pacto Internacional de Derechos Civiles y Politicos, aprobado
por la Asamblea General de las Naciones Unidas, sefiala: "Nadie sera sometido a
torturas o tratos crueles, inhumanos o degradantes. En particular, nadie serd sometido

sin su libre consentimiento a experimentos médicos o cientificos".

Se presentd un documento para consentimiento del paciente sometido al
estudio, el cual firmo previamente para garantizar que el sujeto ha expresado
voluntariamente su intencion de participar en esta investigacion. Se seguieron los
lineamientos éticos de acuerdo a la Ley General de Salud en investigacion para

humanos y de acuerdo a la Declaracion de Helsinky.
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RESULTADOS

Este estudio se llevo a cabo con 6 pacientes de diferentes edades y sexo, que

presentaban agenesia dental no sindromica (tabla 3).

Tabla 3. Pacientes por edad y sexo

Paciente Edad Sexo Total de ausencias
dentales

1 33 Masculino 16

2 17 Femenino 1

3 29 Femenino 1

4 29 Femenino 2

5 12 Femenino 1

6 20 Femenino 2

Se realiz6 la genealogia de las familias de cada paciente con su descripcion
clinica, los hallazgos de agenesia revisados en las radiografias panoramicas.
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FAMILIA 1

i

III.15: Oligodoncia OD.12, 16, 17, 18, 22, 27, 28, 31, 36, 37, 38, 41, 45, 46,
47, 48

III.16: Oligodoncia OD.12, 16, 17, 18,22, 24,27, 28,31, 37,38,41,47, 48
II1.17: Oligodoncia OD.12, 17, 18,22, 24, 27, 28, 31, 37, 38,47, 48

IT1.18: Oligodoncia OD. 16, 17, 18, 26, 27, 28, 31, 37, 38, 41, 47, 48;
colapso maxilar

I11.28: Agenesia y lupus

I11.30: Oligodoncia y microdoncia

I1.5: Fallecida por infarto durante cirugia de fractura de pierna

I1.4 Hipertension y diabetes

I1.6 Agenesia,. fallecido por nefropatia cronica

I1.9: Agenesia

I1.11: Anodoncia

. I.3: Agenesia, fallecido por embolia e infarto

|
L
o
®
@
o
o
O
®
L

FAMILIA 2

IT11.7: agenesia OD 12, microdoncia OD 22, migrafa

I11.8: Sindrome de Down. agenesia OD 31 y41. OD 12 y 22 conicos.
epilepsia.

I1.6: Agenesia OD 12 y 36, litiasis renal.

[.4: Agenesia OD 36, enfermedad tiroidea. osteoporosis

I.3: Poliglobulia y Parkinson

L
S
®
®
N
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FAMILIA 3

" 0O 0@

II1.12: Agenesia OD 4.5 y lateral en barril
II1.13: dens in dente OD 12

1.4: Agenesia
II.11: Agenesia OD 45

Hese

FAMILIA 4

,. IV.1: Agenesia OD 3.5y 4.5
A TV.2: Agenesia molares inferiores
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FAMILIA S

#® 1I19: Agenesia OD 41
® III.14: Retenciones v agenesia
@ [1.6: Agenesia OD 31 y 41
M II.5: Geminacion
B 13: Agenesia
FAMILIA 6
o1 o4
Ba ;* ta 1Ha 1a 21a 9. 31a
»® TIL2: Agenesia OD 15y 25, retencion OD 45
H 111.4: Fallecido por leucemia linfocitica aguda
@ II.3: Agenesia O.D. 45. microdoncia OD 12 y 22. piedras en rifién
II.1: Agenesia de molares inferiores v piedras en rifion
@ 1.1: Agenesia, trombocitopenia e hipertension
& 1.4: Fallecido por cancer de prostata
O III.1: Kawasaki
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Se realizo el analisis de las secuencias del gen AXIN2, se encontraron 2
variantes genéticas en el exon 2b, 2 variantes genéticas en el exon 6, mientras que el
exon 7 no se observaron variantes. Se observaron distintos tipos de agenesia dental
con diferente numero de ausencias, asi patrones de herencia tanto autosomico

dominate y recesivo (Tabla 4).

Las mutaciones del gen AXIN2, estan relacionadas con agenesia tanto de
dientes anteriores como dientes posteriores, con fenotipos variables, se observan
ausencias de molares, premolares, incisivos laterales superiores e incisivos inferiores,
pero presencia de incisivos centrales superiores, todos los pacientes participantes de
este estudio, tenian presente dichos dientes, y ausencia de los antes mencionados en
distinta severidad (42).

Las variantes encontradas en los pacientes participantes de este estudio, han
sido reportadas previamente en la base de datos de NCBI, todas con antecedentes de

Oligodoncia, el fenotipo y significado clinico se expresan en la tabla 5.
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Tabla 4. Pacientes con agenesia dental: variantes genéticas, genotipo y fenotipo

) ] _ ] Agenesia L Tipo de
Paciente Variante  Cambio alelico Clasificacion _
dental herencia
12,16, 17,
18, 22, 27,
exon 6:
g.28952A>G 28, 31, 36, ) _ _
1 rs9915936 Oligodoncia Dominante
g.28973C>Y(T/C) 37,38, 41,
rs1133683
45, 46, 47,
48
exon 2:
exon 2:
g.8150 C>Y(T/C)
rs2240308
2 exon 6: 12 Hipodoncia Dominante
exon 6:
g.28952 A>G
rs9915936
9.28973
rs1133683
C>Y(T/C)
exon 2:  exén 2:
rs2240308 g.8150 C>Y(T/C)
3 ) ) 45 Hipodoncia  Recesivo
exon 6:  exon 6:
rs9915936 .28952 A>G
rs1133683 .28973 C>T
exon 2:  exon 2:
rs2240307 9.8434 T>C
4 ] 35y 45 Hipodoncia  Recesivo
exon 6:  exon 6:
rs9915936 .28952A>G
rs1133683 ¢.28973C>T
exon 2: ) ) )
5 g.8150 C>T 41 Hipodoncia Dominante
rs2240308
exon 6: ] ) _
6 g.28952A>G 15y 25 Hipodoncia Dominante
rs9915936
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Tabla 5. Variantes encontradas, fenotipo y significado clinico.

Variante Nucleétido Fenotipos/condi- Significado Referencia
cion reportado  clinico
rs9915936 0.28952A>G  Sindrome de Benigna National Center for
oligodoncia- Biotechnology
cancer Information. ClinVar;
colorrectal, [VCV000259509.7],
sindrome https://www.ncbi.nim.
predisponente al nih.gov/clinvar/variati
cancer on/VCV000259509.7
hereditario. (accessed  Feb. 9,
2021).
rs1133683 .28973C>T  Sindrome de Benigna National Center for
oligodoncia- Biotechnology
cancer Information. ClinVar;
colorrectal, [VCV000279696.2],
sindrome https://www.ncbi.nlm.
predisponente al nih.gov/clinvar/variati
cancer on/VCV000279696.2
hereditario. (accessed  Feb. 9,
2021).
rs2240308 .8150C>T Sindrome de Benigna National Center for
oligodoncia- Biotechnology
cancer Information. ClinVar;
colorrectal, [VCV000259511.8],
sindrome https://www.ncbi.nim.
predisponente al nih.gov/clinvar/variati
cancer on/VCV000259511.8
hereditario. (accessed June 16,
2021).
g.8470T>C Sindrome de Benigna National Center for
s224030 oligodoncia- Biotechnology
/ cancer Information. ClinVar;
colorrectal, [VCV000808313.5],
sindrome https://www.ncbi.nlm.

predisponente al
cancer
hereditario.

nih.gov/clinvar/variati

on/VCV000808313.5
(accessed June 16,
2021).
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Se identificé en el exdn 2 del gen AXIN2 la variante con insercidn heterocigoto
0.8150C>Y(T/C) (Fig. 4a), y la variante de insercion heterocigoto g.8434T>Y(T/C)
(Fig. 4b).

Fig. 4a. Variante de insercion heterocigoto ¢.8150C>Y(T/C)

c A~ T @l ¢ 17 ¢

Fig. 4b. Variante de insercion heterocigoto 9.8434T>Y(T/C)
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Se identifico en el exdn 6 del gen AXIN2 la variante 9.28952A>G (Fig. 5a) y
la variante de insercién heterocigoto g.28973C>Y(T/C) (Fig. 5b).

Fig. ba. Variante g.28952 A>G

Fig. 5b. Variante de insercion heterocigoto 9.28973C>Y(T/C)
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DISCUSION

El complejo proceso de la odontogenesis esta regulado por diferentes
mecanismos genéticos en los cuales un gran numero de proteinas, genes y vias se
sefializacion intervienen, para dar paso a las etapas del desarrollo dental. Uno de estos
genes involucrados en este proceso, es el gen AXIN2 el cual fue objeto de estudio de

la presente investigacion

Las mutaciones del genes AXIN2, se han asociado con la agenesia dental y ha
sido reportadas en diversos estudios; Lammi y cols encontraron en 11 pacientes con
oligodoncia de una familia multigeneracional, mutaciones en dicho gen, mostrando
una segregacion completa con el fenotipo de oligodoncia, hallazgo similar a lo
observado en una familia participante de este estudio, en la cual se observé oligodoncia
de tipo autosémico dominante, concordando con los resultados obtenidos por
Bergendal que en su estudio report6 a una familia con un miembro que presentd

ausencia de 8 dientes, y otro miembro con nueve ausencias (47,52).

La literatura reporta que las variantes del gen AXIN2 estan asociadas a ausencia
de molares, premolares, incisivos inferiores e incisivos laterales superiores
permanentes; concordante a lo que se observd en los participantes de este estudio.
Bergendal et al encontro que dos de cada tres personas tenian ausencia de tres incisivos

cada uno; un incisivo lateral maxilar y dos centrales mandibulares (51,52).

Callahan y colaboradores reportaron la presencia de la variante rs2240308, en
casos de pacientes brasilefios con al menos un incisivo faltante; otro estudio realizado
por Mostowska, analiz6 secuencia de exones y limites exdn-intron de AXIN2 realizado
en pacientes con agenesia dental selectiva revelo seis polimorfismos conocidos de este
gen: en el exon 2 las variantes rs2240308 ¢.148C>T, rs2240307 ¢.432T>C, similar a
lo observado en el presente estudio donde 3 pacientes presentaron la variante
rs2240308, dos de insercién heterocigoto g.8150 C>Y(T/C), y un paciente con la

variante g.8434 T>C correspondiente a rs2240307, misma que fue reportada con
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presencia en 7 familias turcas (Dinckan). Para el exén 6 reportd las variantes
rs9915936 ¢.1365A>G, rs1133683 ¢.1386C>T y para el exdn 7 ¢.2062C>T,
concordando con los pacientes proposito de esta investigacion en los que se observaron
las variantes 9.28973 C>T, 9.28952 A>G y ¢.28973 C>Y(T/C) en el exon 6; en el exon
7 contrario al reporte de Mostowska no se encontré alguna variante. Martha et al
reportaron que los cambios en los alelos de esta variante, es un factor de riesgo en
agenesia dental de dientes frontales (laterales), concordante a lo observado en este

estudio en un paciente con agenesia de un lateral (30,50,53,54).

La literatura reporta que las variantes encontradas en el gen AXIN2 tienen
significancia clinica de agenesia dental y también de cancer colorectal; respecto a esta
asociacion Lindor y cols., analizé dos individuos que presentaban fenotipo de cancer
de colon y agenesia dental (hipodoncia), observo una mutacion con cambio de sentido
(missense, P50S rs2240308) en uno de los individuos, a pesar de ello, reportd
posiblemente una poca probabilidad de relacion entre la variante genética rs2240308
y el fenotipo estudiado; las familias estudiadas en esta investigacion no refirieron algin
antecedente de cancer colorectal en ningin miembro, ni en generaciones pasadas,

siendo la agenesia dental el Unico fenotipo hereditario (55).

En un estudio realizado en familias mexicanas (Mu et al.), se secuenciaron
varios fragmentos del gen AXIN2; se observaron las siguientes variantes: exon 1
€.148C>T, intron 3 ¢.1060-17C>T, intron 4 ¢.1201+69A>G, exon 5 ¢.1365A>G y
€.1386C>T, intron 6 ¢.1907+73T>C y ¢.1904-18C>G. Estos hallazgos no concuerdan
con las variantes encontradas en el presente estudio, debido a que las regiones a
analizar fueron distintas; sin embargo tanto las variantes encontradas por Mu et al, y
las variantes observadas en este estudio, tienen similitud en el fenotipo: sindrome de
oligodoncia-cancer colorrectal, sindrome predisponente al cancer hereditario, y

significancia clinica de caracter begnigno (56).

Se reportd una nueva mutacion sin sentido en AXIN2. La secuencia de
nucledtidos mostrd una transicion heterocigotica de T a G en el nucleodtido 314

(c.314T> G) de la secuencia codificante en el exdn 2, en un estudio realizado en una
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familia china, la mutacion solo estuvo presente en el sujeto de estudio sin antecedentes
familiares de oligodoncia, esta mutacion fue reportada con significancia clinica
patogénica; no encontramos la presencia de esta mutacion en los pacientes
participantes del presente estudio, lo cual podria indicar, que la mutaciéon nueva solo
se observa en la poblacion china; otra observacion es que las mutaciones reportadas
en este estudio tienen sigficancia clinica begnigna, contrario a la mutacion china (57).
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CONCLUSIONES

Se encontraron 4 variantes genéticas: rs9915936, rs1133683, rs2240308 vy
rs2240307 en los exones estudiados del gen AXIN2 en pacientes yucatecos, las cuales

ya han sido reportadas previamente en la base de datos de NBCI.

Los datos observados en diferentes estudios y los obtenidos en esta
investigacion, concuerdan que distintas variantes en el gen AXIN2, estan asociadas
directamente con agenesia dental no sindromica, tanto en su fenotipo de hipodoncia y
oligodoncia, y pueden expresarse en varios miembros de una misma familia y de

diferentes generaciones, como herencia autosémica dominante o recesiva.

Las variantes encontradas en los pacientes participantes de este estudio, tiene
relacién con oligodoncia y sindrome predisponente al cancer hereditario, pero no hay
antecedentes de cancer en las genealogias de dichos pacientes, por lo cual no se puede

concluir con una relacién directa entre ellas.
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