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1. RESUMEN

Las Amelogénesis Imperfecta (AI) son un grupo de condiciones heredadas, de
muy baja prevalencia (1 en 8.000 a 1 en 14.000), que afectan el desarrollo del
esmalte, causando formas heterogéneas del punto de vista clinico, como hipoplasia,
hipocalcificacién e hipomaduracién. Son también genéticamente heterogéneas,
existiendo subtipos clinicos, que se heredan en forma autosémica y ligadas al
cromosoma X, con variantes recesivas y dominantes, en cada caso.

El esmalte dental es un tejido dificil de estudiar porque su formacion estd
regulada en forma espacial y temporal, quedando restringida so6lo al periodo de
odontogénesis. En este contexto, el estudio de familias con defectos heredados en la
sintesis de esmalte, tales como Amelogénesis Imperfecta (AI), constituyen una
aproximacion valida para dilucidar el rol de los genes y las funciones especificas que
desempefian sus productos en la sintesis de este tejido.

Hasta la fecha se han descrito 7 genes que tienen roles causales en la etiologia
genética de las AI: AMELX, ENAM, MMP-20, KLK4, FAM83H, DLX3 y WDR72. El
propésito de este estudio fue analizar clinica, histoldgica y genéticamente sujetos
afectados con Amelogénesis Imperfecta de tipo hipoplasica, para determinar el subtipo
especifico de AI y su etiologia genética. Dado el patrén de herencia observado en la
familia y el fenotipo clinico del esmalte examinado, planteamos que el gen causal en
este grupo podria corresponder a amelogenina (AMELX) y que mutaciones en este gen
podrian determinar menor grosor y perturbacién de la organizacion prismatica del
tejido a nivel ultraestructural.

Para llevar a cabo esta investigacién, los sujetos afectados y no afectados de la
familia fueron clinicamente examinados y con los datos recopilados se construyd la

genealogia del grupo. Se analizé la regién promotora y codificante completa del gen



amelogenina, mediante PCR y secuenciacidon directa. Ademas, se analizé dientes
temporales de un sujeto afectado mediante microscopia de luz y electrénica de barrido.

Los resultados indicaron que esta familia posee Amelogénesis Imperfecta
hipoplasica lisa, dominante ligada al cromosoma X, tipo IE de Witkop. El analisis
mutacional no detecté ninguna de las mutaciones previamente reportadas, ni nuevas
variantes de secuencia en la region codificante y promotora del gen AMELX. Se detecto
un polimorfismo de nucledtido simple en el intron 2 de este gen, en estado
homocigoto, que se encuentra registrado en la base de datos (rs946252). 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. Adicionalmente, el analisis histolégico y ultraestructural de piezas
dentarias afectadas, evidencié la severa disminucion del grosor del esmalte con
pérdida parcial de la organizacion prismatica del tejido.

La heterogeneidad genética, de locus y alélica, sumado a la variabilidad de
formas clinicas, con que se presenta esta anomalia, ha dificultado enormemente su
diagnodstico. A pesar de ser una patologia poco prevalente, la severidad de las lesiones
pueden resultar en la pérdida total de las piezas dentarias. Por ello, la aproximacion
genética, implicita en este estudio, es un aporte importante al conocimiento de la
estructura y funcidon de las proteinas que participan en la sintesis de esmalte, a la
identificacion de genes desconocidos implicados en la etiologia y al proceso de

clasificacion molecular de este grupo de desoérdenes.



2. ASPECTOS TEORICOS

2.1 ESMALTE DENTAL

El esmalte dental es la capa mas externa del diente y cubre la corona clinica en
su totalidad. Es un tejido acelular, extremadamente duro y corresponde a la matriz
extracelular mas mineralizada que se conoce. Su composicidbn es 96 % mineral,
mientras que soélo el 4 % corresponde a material organico y agua. La matriz inorganica
esta constituida fundamentalmente por fosfato de calcio en forma de cristales de
hidroxiapatita (Ten Cate, 1998). Ademas, existen pequefias cantidades de carbonato,
magnesio, potasio, sodio y flldor. La apariencia del esmalte, por su estructura
cristalina, es transllicida y birrefringente. Al examinarlo radiograficamente presenta
mayor densidad que la dentina, lo que permite visualizarlo como una estructura
radiopaca sobre la dentina radiollcida. Su grosor varia de acuerdo a la localizaciéon en
el diente, alcanzando un grosor maximo de 2,3 mm en la cuspide del diente
(Berkovitz, 1995).

La unidad estructural fundamental del esmalte de los mamiferos es el
denominado prisma o varilla del esmalte, el que se encuentra rodeado por la sustancia
interprismatica o intervarilla. Cada prisma esta formado por cristales de hidroxiapatita
que se ensamblan estrechamente y se alargan en forma de cinta o cilindro desde la
union amelodentinaria hasta la superficie del diente, en direccién radial con una
trayectoria sinuosa, mientras que la sustancia interprismatica posee cristales que se
encuentran orientados en una direccién diferente a los cristales que forman el prisma
(Nanci, 2008).

Por sus propiedades fisicas, es capaz de resistir la fuerza mecanica aplicada
durante la masticacién, ademas de soportar un ambiente hiumedo, acido y poblado por
aproximadamente 700 especies bacterianas (Berkovitz, 1995). A su vez, la dureza del

esmalte lo vuelve quebradizo, sin embargo la dentina, capa con la que limita por su



cara interna y que posee mayor elasticidad, le permite mantener su integridad (Nanci,
2008).
2.1.1 Desarrollo del esmalte normal o Amelogénesis

En el ser humano el esmalte se forma en el periodo de odontogénesis,
especificamente en un proceso denominado amelogénesis, alrededor de la octava
semana del desarrollo embrionario y continla durante la vida postnatal antes que
erupcione la pieza dentaria (Ten Cate, 1998). La amelogénesis es un proceso
altamente complejo y regulado, y desde el punto de vista metodolégico ha sido dificil
de estudiar, ya que el esmalte de todos los dientes temporales se forma durante la
vida intrauterina y el de los dientes permanentes se desarrolla desde el nacimiento
hasta los 12-13 afios de edad, ambos en forma intradsea (Ten Cate, 1998; Gomez de
Ferraris, 2002)

El desarrollo del diente se caracteriza por una serie de eventos que determinan
la morfogénesis de la corona y la histodiferenciacién de las células epiteliales en
ameloblastos secretores de esmalte y de células mesenquimales en odontoblastos
secretores de dentina, ambos tipos celulares originados de la migracion celular desde
la cresta neural hacia el mesénquima alveolar (Simmer & Fincham, 1995).

Los ameloblastos son células columnares y polarizadas que sintetizan y secretan
proteinas especificas del esmalte y ademas, son responsables de generar y mantener
un ambiente favorable para la deposicidon del mineral. Después de depositar la matriz
del esmalte en su totalidad, los ameloblastos disminuyen de tamafio y regulan la
maduracion del esmalte, para posteriormente desaparecer por muerte celular
programada. Por esta razon, es que el esmalte dental es un tejido sin capacidad de
regeneracion (Bei, 2009).

El esmalte es sintetizado en un proceso que ocurre en dos etapas (Figura 1).
En la primera fase o etapa secretora, el ameloblasto produce una matriz proteica,

parcialmente mineralizada, que correspondera a todo el grosor del esmalte adulto. La
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Etapa de
maduracion

Etapa
secretora

Estado de
morfogénesis

Figura 1. Tincidn Hematoxilina-Eosina de diente en formacién, mostrando las fases de
desarrollo del esmalte. Abreviaciones: a: ameloblastos, d: dentina, e: matriz del esmalte, o:
odontoblastos. (Adaptado de Bei et al, 2009).
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matriz de la etapa secretora esta formada por 90% de proteinas del tipo amelogeninas
y 10% de proteinas no-amelogeninas o enamelinas. Dentro de las enamelinas se
distinguen: tuftelina, enamelina propiamente tal y ameloblastina, también Ilamada
amelina o sheatline. En la sequnda etapa de maduracién se degrada la matriz
proteica y se completa la mineralizacion. La proteasa predominante en esta ultima
etapa es calicreina 4 (KLK4 6 EMSP1), cuya funcién seria remover la materia organica
remanente para dar paso a la mineralizacion completa del tejido (Neville B., 1995;
Simmer & Fincham, 1995; Sapp, 1998; Margolis et al., 2006). Enamelisina o0 MMP-20
es una proteasa del esmalte que predominantemente se expresa durante la fase
secretora de la amelogénesis y también en la etapa de maduracion temprana donde

cumpliria la funcién de degradar amelogenina (Hu et al., 2007).

2.2 AMELOGENESIS IMPERFECTA (Al)

2.2.1 Definicién

La Amelogénesis Imperfecta corresponden a un grupo de condiciones, de origen
genético, que afectan la estructura y apariencia clinica del esmalte, las cuales
pueden estar asociadas con cambios morfolégicos o bioquimicos en otras partes
del cuerpo (Aldred et al., 2003). Estos defectos se limitan principalmente al esmalte,
permaneciendo normales el resto de los componentes del diente. Pueden afectar tanto
la denticidon primaria, permanente o ambas (Sapp, 1998). En su forma mas leve, Al
causa decoloracion y morfologia anormal de las coronas dentarias, mientras que en su
presentacion mas severa el esmalte es escaso, casi imperceptible, o presenta defectos
en su estructura y composicion, lo que permite que se pierda facilmente del diente
luego de la erupcion. Estas condiciones pueden afectar tanto la estructura como la
apariencia clinica del esmalte, de todos o casi todos los dientes, en mayor, menor o

igual grado de severidad (Crawford et al., 2007). Asi mismo, las alteraciones genéticas
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que subyacen a esta condicion pueden ser heredadas con un patréon autosémico o

ligado al sexo y, en ambos casos, pueden presentarse en forma recesiva o dominante.

2.2.2 Clasificacion

De acuerdo al fenotipo resultante, es posible definir tres tipos fundamentales de
Amelogénesis Imperfecta: hipoplasica, hipocalcificada e hipomadura. En las Al de tipo
hipoplasicas (local o generalizada), existe un defecto en la secrecidon de la matriz del
esmalte, causado por una interferencia en la funcion de los ameloblastos. El esmalte
no tiene el espesor normal, es delgado o presenta cavidades, debido a defectos de
aposicion en areas locales o generalizadas. La radio-opacidad del esmalte es mayor
que la de la dentina (Witkop, 1988; Wright et al, 2003; Crawford et al, 2007). En las
Al de tipo hipocalcificadas, el esmalte es de grosor normal, pero ocurre una
mineralizaciéon defectuosa de la matriz, con nucleacién y mineralizacién anormal de los
cristalitos, que ocasiona que el esmalte sea blando y facil de eliminar con un
instrumento. En estos casos el esmalte es menos radio-opaco que la dentina (Witkop,
1988; Crawford et al, 2007). En las AI de tipo hipomaduras, el esmalte es de espesor
normal, no asi su dureza y transparencia. Ocurre un defecto en el crecimiento de los
cristalitos durante la fase de maduracién. El esmalte puede ser perforado por presion y
separado de la dentina por exploracion del tejido con un instrumento. La radio-
opacidad del esmalte es aproximadamente la misma que presenta la dentina (Witkop,
1988; Sapp, 1998; Crawford et al, 2007). Basados en el proceso de Amelogénesis
normal, en las manifestaciones clinicas y en el modo de herencia, esta anomalia ha
sido clasificada en los tres tipos antes mencionados, con al menos 14 subtipos distintos

(Witkop, 1988).
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2.2.3 Prevalencia

Al es la patologia hereditaria mas frecuente dentro de los desérdenes del
esmalte. La frecuencia estimada de AI en la poblacién general varia entre 1 en 8.000 a
1 en 14.000, dependiendo del criterio diagndstico y el caracter demografico de la
poblacion investigada (Backman & Holm, 1986). Algunos estudios han reportado que
las Al de tipo hipoplasicas son las mas frecuentes en poblacidn extranjera (Witkop,

1988; NevilleB., 1995; Sapp, 1998).

2.2.4 Etiologia genética de las Amelogénesis Imperfecta

Se han descrito formas de Al de tipo autosdémica dominante y recesiva, ademas
de formas ligadas al cromosoma X, también dominantes y recesivas. Por tal razén se
considera que los desérdenes de Al presentan heterogeneidad genética e involucran
mutaciones diferentes en un mismo gen o mutaciones en genes diferentes
(Lagerstrom-Fermer & Landegren, 1995; Stephanopoulos et al., 2005; Wright, 2006;
Crawford et al., 2007; Kida et al., 2007). En este contexto, la Tabla 1 resume la
etiologia genética de las AIL. En ella se puede observar que, hasta la fecha, se han
descrito siete genes causales de Al, para los cuales existe evidencia contundente de
gue, mutaciones en sus regiones codificantes o vecindades exdén-intrén, son
responsables de variados tipos clinicos de Al.

A continuacién se realizard una breve descripcién de cada uno de estos genes y
del posible rol de sus productos proteicos en amelogénesis, conocimiento que ha sido
obtenido principalmente a través del analisis genético-molecular de familias con esta
condicion heredada del esmalte:

Amelogenina (AMELX): La proteina amelogenina esta codificada por genes ubicados
en los cromosomas sexuales X e Y, y estaria involucrada tanto en el control del
crecimiento como en la distribucidn espacial de los cristales. Es el gen causal en los

casos de Al ligadas al cromosoma X. Hasta la fecha no se han reportado casos de
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Tabla 1: Etiologia genética de las Amelogénesis Imperfecta (Adaptada de Urzla et al, 2010).

1) AMELX (Xp22.3) Al Hipoplasica/Hipomineralizada Ligados al
Amelogenina Al Hipoplasica/Hipomadura cromosoma X
(Recesivos y/o
Dominantes)

4) MMP-20 (11g22.3-g23) AI Hipomadura Autosomicos
Enamelisina Recesivos

5) KLK4 (19g13.4) Al Hipomadura Autosomicos
Calicreina 4 Recesivos
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herencia ligada al cromosoma Y (Stephanopoulos et al., 2005). Se han descritos 15
mutaciones en AMELX, de las cuales la mayor parte se relacionan con fenotipos
hipoplasicos, que pueden presentarse en forma combinada, con defectos de
hipocalcificacién. (Urzua et al, 2010.).

Distal less 3 (DLX3): DLX3 es un gen homeobox ubicado en el cromosoma 17.
Mutaciones en este gen se han asociado con una variante de Al hipoplasica, con
patrén de herencia autosémica dominante, vinculada al sindrome trico-odonto-6seo, el
cual se caracteriza por hipoplasia del esmalte con taurodontismo y aumento del grosor
y la densidad de los huesos craneales (Price et al., 1999; Pavlic et al., 2007).
Enamelina (ENAM): Hasta la fecha se han descrito 10 mutaciones en el gen que
codifica la proteina enamelina ubicado en el cromosoma 4, las cuales se han asociado
con Al del tipo hipopldsico y con un patrén de herencia autosémico dominante o
recesivo (Stephanopoulos et al, 2005). Enamelina es una proteina glicosilada vy
fosforilada que es clivada rapidamente luego de su secrecién. La proteina intacta ha
sido sdlo observada en el frente de mineralizacidn, lo que sugiere un rol importante en
la elongacién de los cristales (Hu et al., 2007).

Enamelisina (MMP20): Enamelisina es una metaloproteinasa de la matriz
extracelular, codificada por un gen ubicado en el cromosoma 11. Esta enzima tiene
como funcidén degradar las proteinas del esmalte para permitir la elongacién de los
cristales de hidroxiapatita y la mineralizacién (Lu et al., 2008). Hasta la fecha, se han
descrito 4 mutaciones en el gen MMP20 asociadas con Al del tipo hipomadura, con
patron de herencia autosémico recesivo (Stephanopoulos et al, 2005).

Calicreina 4 (KLK4): El gen KLK4 se ubica en el cromosoma 19 y codifica una
proteina que tiene actividad serin-proteasa, con capacidad de degradar proteinas del
esmalte y que es secretada en la Ultima fase de la amelogénesis. Se ha reportado sdlo
1 mutaciéon en pacientes con AI de tipo hipomadura autosémica recesiva. En estos

casos el esmalte es pigmentado y posee alto contenido de proteinas, debido a la
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incapacidad del mineral para desplazar la matriz organica anormalmente retenida (Lu
et al., 2008).

Proteina 72 con repetidos WD (WDR72): Este gen, localizado en el cromosoma 15,
codifica una proteina que es exclusivamente citoplasmatica y que se expresa en varios
tejidos ademas del esmalte. Actualmente, se desconoce su funcidn, pero se especula
que tendria un rol en la exocitosis de vesiculas dependiente de Ca?*, durante la
remocion de proteinas en la etapa de maduracion tardia de la amelogénesis (El-Sayed
et al., 2011). Se ha sugerido que la expresién de WDR72 es critica para la formacion
del esmalte dental y actualmente se han descrito 5 mutaciones vinculadas con Al
autosomica recesiva de tipo hipomaduro (Lee et al., 2010).

Familia con similitud de secuencia 83, miembro H (FAM83H): el gen FAM83H,
ubicado en el cromosoma 8, codifica una proteina de funcién desconocida hasta ahora,
pero se cree que Fam83h podria corresponder a una proteina periférica de membrana
y que jugaria un rol en el trafico intracelular o en la reorganizacién del citoesqueleto
(Ding et al., 2009). Se han descrito 16 mutaciones en este gen, las cuales se han
asociado a defectos en la mineralizacion del esmalte y a variados fenotipos clinicos de

Al autosdmica dominante de tipo hipocalcificada (Urzua et al, 2010).

2.2.4.1 Organizacion estructural y funcional del gen Amelogenina (AMELX)
Amelogenina es la proteina mas abundante de la matriz extracelular del esmalte
en desarrollo. Esta proteina estad codificada por el gen AMELX (locus AIH1, Xp22.3), el
cual esta constituido por 7 exones, abarcando una longitud total de 8 kb en el genoma,
de los cuales parte del exén 2, los exones 3, 5, 6 y parte del 7 codifican para la
proteina amelogenina en humanos (Figura 2). Existen 3 isoformas de amelogenina
producto del procesamiento alternativo de su ARN mensajero (Sasaki & Shimokawa,

1995).
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Amelogenina es una proteina cuya secuencia de aminoacidos es altamente
conservada entre diferentes especies de mamiferos (Toyosawa et al., 1998). Es una
proteina hidrofdbica, rica en prolina, que posee un péptido sefial acidico de 16
aminoacidos y es secretada primariamente como una cadena de 175 aminoacidos
(Wright et al., 2003). La secuencia aminoacidica de amelogenina puede ser dividida en
3 dominios en su estructura primaria, basados en las diferencias en su composicion: a)
un dominio N-terminal hidrofébico de 45 aminoacidos que contiene 6 residuos de
tirosina (region llamada TRAP, “tyrosine-rich amelogenin peptide”), b) una region
central hidrofébica formada por 100 a 130 residuos ricos en prolina, leucina, glutamina
e histidina y c¢) un dominio C-terminal cargado e hidrofilico de 13 aminoacidos. Este
ultimo dominio presenta gran afinidad con mineral durante el crecimiento de los
cristales (Ravindranath et al., 1999; Margolis et al., 2006).

Se piensa que amelogenina forma parte de un andamiaje organico que es
esencial para controlar el ordenado crecimiento direccional de los cristales del esmalte.
Sin embargo, su rol no ha sido absolutamente esclarecido. 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 et al., 2001).

Amelogenina una vez que es secretada es procesada por proteasas del esmalte
y se auto-ensambla para generar nanodsferas, estructuras supramoleculares de
alrededor de 20 nm, que facilitarian la organizacion y crecimiento de los cristales en el
frente de mineralizacién del esmalte (Yang et al.). A esta proteina se le atribuyen
diversas funciones: 1) controlar el tamafio del cristal, su morfologia y orientacién;
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 distribucién espacial a los cristales; 4) formacién de agregados

proteina-mineral tipo canal que facilitan la difusion de iones y fluido y 5) constituir una
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concha de proteccion para el crecimiento de los cristales (Pugach et al.; Yang et al.;
Paine et al., 2002; Shaw et al., 2004; Margolis et al., 2006).

El ensayo de doble hibrido en levaduras se ha utilizado para demostrar que
amelogenina posee 2 dominios claramente definidos de autoensamblaje: el dominio A
del extremo amino terminal que compromete los aminoacidos 1-42; y el dominio B que
involucra los residuos de aminoacidos 157-173 (Paine & Snead, 1997). Durante la
etapa de maduracion, amelogenina es removida casi completamente por enzimas
proteasas (enamelisina 0 MMP-20), permitiendo finalizar el crecimiento de los cristales

del esmalte para completar la mineralizacién final de este tejido (Wright et al., 2003).

2.2.4.2 Correlaciones fenotipo-genotipo en Al ligadas al cromosoma X

Hasta la fecha se han descrito 15 mutaciones en AMELX que incluyen deleciones
de varios tamafios y mutaciones nonsense y missense (Tabla 2). Estos errores
determinan marcadas diferencias en los fenotipos resultantes, desde hipoplasia hasta
hipomineralizacién-hipomaduracion dependiendo del dominio donde se ubique la
mutacién (Figura 2). Los hombres afectados por Al suelen presentar fenotipos mas
severos debido a que expresan so6lo un alelo para el gen AMELX (por poseer sélo un
cromosoma X). Las mujeres, por otro lado, experimentan un fendmeno denominado
lyonizacion (Lyon, 1961), que consiste en la inactivacion aleatoria de una copia del
cromosoma X como forma de compensacién de dosis génica durante la embriogénesis.
Es por esto que las mujeres afectadas por Al pueden mostrar un patrén mosaico
presentando secciones de esmalte alterado y no alterado, producto de la metilacion del
gen AMELX en algunos 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 et al., 2003).

En pacientes con hipoplasia del esmalte se han descrito cuatro mutaciones en el

péptido sefial (mutaciones N° 1 a 4, Tabla 2 y Figura 2). Estas mutaciones consisten
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Tabla 2: Mutaciones descritas en el gen AMELX en casos de Al ligada al cromosoma X.

P4
5}

ADN genémico” Ex6n  Proteina* Regidn afectada Referencia
1 g.2T>C 2  p.MI1T péptido sefial Kim et al., 2004
2 0.11G>A 2  p.Wi4x péptido sefial Sekiguchi et al. 2001
8 g.11G>C 2 p.w4s péptido sefial Kim et al. 2004
4 g.14_22del 2 p.I5_A8delinsT péptido sefial Lagerstrom-Fermer et al. 1995
° 0.1148_54del 3-7 p.18del toda la proteina Lagerstom et al. 1991
6 0.3455C>T 5 p.T51Y N-terminal Lench and Winter, 1995
! g.3458delC 5 p.P52fsX53 N-terminal Aldred et al. 1992b; Lench et al. 1994
8 0.3458C>G 5 p.P52R N-terminal Kida et al. 2007
o g.3781C>A 6 p.P70T C-terminal Collier et al. 1997; Hart et al. 2000
10 g. 3803A>T 6 p.H77L C-terminal Hart et al. 2002
11 g.3958delC 6 p.H129fsX187 C-terminal Sekiguchi et al. 2001
12 g.3993delC 6 p.Y141fsX187 C-terminal Greene et al. 2002
13 g.4046delC 6 p.P158fsX187 C-terminal Lench and Winter 1995
14 g.4114delC 6 p.L181fsX187 C-terminal Kindelan et al 2000; Hart et al. 2002
15 0.4144dG>T 6 p.E191X C-terminal Lench and Winter 1995

A = numeracion basada en el nucleétido +1 del codén ATG de la secuencia gendmica de referencia
AY040206.

* = numeracién basada en el aminoacido metionina como inicio en la posicion +1; fs=marco de lectura;
X=codén stop.
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principalmente en cambios puntuales, dos transiciones y una transversion. Una de las
transiciones se produce en el codén de inicio. Ademas se ha descrito la delecién de 9
pares de bases, la cual produce la pérdida total de la secrecién de amelogenina. Todas
las mutaciones en el péptido sefial afectan de alguna manera el proceso de secrecidon
de la proteina, desde los ameloblastos hasta el espacio extracelular, y tienen como
consecuencia un esmalte notoriamente disminuido en su espesor, pero bien
mineralizado (Lagerstrom-Fermer et al., 1995; Sekiguchi et al., 2001; Kim et al.,
2004). Una delecién de 5 kb compromete desde el exén 3 hasta parte del exén 7 (N°
5 en Tabla 2). Esta mutacién representa un Knock out humano de amelogenina, con
s6lo 2 aminoacidos codificados a partir del péptido senal. El fenotipo asociado
es un defecto predominantemente hipomineralizado/hipomaduro. El esmalte se
observa manchado, con una coloracién opaca y las microradiografias demuestran que
es hipomineralizado. Ademas, existe una hipoplasia variable generalizada (Lagerstrom
et al., 1991).

Todas las mutaciones que afectan parte del extremo N-terminal de la proteina
amelogenina (mutaciones 6 a 8 en Tabla 2), estan asociadas a un fenotipo clinico
hipomineralizado/hipomaduro, en el cual el esmalte tiene una coloracidén café-amarilla.
Estas alteraciones podrian explicarse porque la regiéon N-terminal es rica en el
aminoacido tirosina y es un sitio altamente conservado para la unidon de carbohidratos
y posiblemente proteinas del tipo queratina. A su vez, esta zona de la proteina
contiene varios sitios relevantes de clivaje proteolitico (Lench et al, 1994; Wright et
al., 2003).

Las mutaciones reportadas en el extremo C-terminal (mutaciones N° 9-15 en
Tabla 2) 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 (Wright et al., 2003).
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En cinco mutaciones reportadas en AMELX una sefial prematura de stop trunca
la proteina y altera el extremo C-terminal de amelogenina (mutaciones N° 11 a 15 en
Tabla 2) (Pugach et al, 2010).

Ademas, otras dos mutaciones que provocan el cambio de prolina por treonina
en la posicion 41 y de Histidina por Leucina en la posicion 47 (mutaciones N° 9 y 10 en
Tabla 2) sugieren que estos cambios ocurren es sitios de clivaje altamente
conservados, importantes en el procesamiento post secretorio de la matriz y en la

maduracion del esmalte (Collier et al., 1997).

2.2.5 Histopatologia de Al ligada al cromosoma X

Los estudios estructurales del esmalte de pacientes con Al ligada al cromosoma
X, a través de microscopia de luz y microscopia electrénica de barrido (MEB), reflejan
una disminucién del grosor del esmalte, llegando a representar sélo un cuarto del
esmalte normal (Kim et al., 2004). Un elemento caracteristico en el analisis
ultraestructural observable a través del MEB, es la pérdida de la organizacion
prismatica del esmalte (Sauk et al., 1972; Wright et al., 1993; Kim et al., 2004). Este
ultimo fendmeno se produce en forma generalizada en el esmalte de hombres
afectados, sin embargo, en mujeres se pueden observar areas donde se conserva el
patrén prismatico, alternada con areas de esmalte desorganizado (Sauk et al., 1972).
Por otra parte, la dentina no presenta alteraciones en relacion a controles sanos

conservando su estructura tubular (Ravassipour et al., 2000; Kim et al., 2004).

2.3 CONTEXTO DEL ESTUDIO

Se han estudiado exhaustivamente las proteinas que participan en el desarrollo
del esmalte, principalmente amelogeninas, pero las dificultades metodoldgicas
encontradas no han permitido dilucidar con certeza el rol de cada una de ellas en el

proceso de sintesis de esmalte, siendo sus funciones aun especulativas
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(Stephanopoulos et al., 2005). En este contexto, el estudio de familias con defectos
heredados en la sintesis de esmalte, tales como Al, constituye una aproximacion valida
para abordar wuna serie de aspectos no resueltos. Por ejemplo, se desconoce el
numero total de genes involucrados en la ruta de sintesis, las funciones especificas que
desempefian cada uno de ellos en el proceso, las mutaciones que presenta la poblacion
Chilena portadora de este desorden, la prevalencia de Al en la poblaciéon general en
Chile y los tipos de Al mas prevalentes en nuestro pais, entre otros.

Actualmente, nuestro equipo de trabajo cuenta con varias familias con
diagnéstico clinico de AI de diversos subtipos, las cuales han sido reclutadas en el
servicio de diagnodstico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. En el
presente trabajo se describe exhaustivamente, a nivel clinico, histolégico y molecular
una de estas familias, cuyo patrén de herencia y fenotipo clinico sugieren que, de
todos los genes causales descritos hasta la fecha para esta patologia del esmalte, el
gen amelogenina (AMELX) podria ser el mas probable candidato para realizar un
anadlisis mutacional de su secuencia promotora, regiones exdnicas e intronicas
circundantes, mediante PCR y secuenciacién directa, con el propdsito de identificar

mutaciones responsables del fenotipo clinico en este caso particular.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

“Los sujetos analizados en este estudio, pertenecientes a una familia chilena afectada
por una alteracidon del esmalte, con posible patréon de herencia ligado al cromosoma X,
presentan alguna de las mutaciones descritas, o una nueva variante causal, en el gen
amelogenina (AMELX). Esta mutacién alteraria la organizacion prismatica y el grosor

del esmalte dental de estos pacientes a nivel histoldogico y utraestructural”.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar sujetos de una familia chilena afectada por un defecto del esmalte dental,
mediante métodos clinicos, histoldgicos y genéticos, para describir las alteraciones
clinico-radiograficas y cambios ultraestructurales del tejido afectado e identificar la

mutacidén subyacente al fenotipico clinico.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

< Completar el andlisis clinico-radiografico de algunos miembros afectados de la
familia en estudio.

<> Realizar analisis histoldgico corriente y de microscopia electrénica de barrido a
piezas dentarias provenientes de sujetos afectados con Al en la familia estudiada.

<> Determinar en el ADN del probando de Ila familia en estudio, la
presencia/ausencia de mutaciones previamente descritas en el gen amelogenina
(AMELX), o la presencia de alguna nueva variante de secuencia.

<> Correlacionar el fenotipo clinico de los sujetos afectados, con los hallazgos de

los estudios histoldgicos, ultrestructurales y genético-moleculares realizados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 ANALISIS CLINICO-RADIOGRAFICO Y CONSTRUCCION DE LA

GENEALOGIA

4.1.1 Individuos participantes

A) Tipo de estudio: Este trabajo de tesis corresponde a una investigacion
observacional, descriptivo clinico, histoldgico e imagenoldgico y genético de una familia
afectada por una alteracion del esmalte. Dada la naturaleza del estudio, el muestreo
de los pacientes, sus familiares afectados y no afectados y sujetos control corresponde
a un muestreo no probabilistico y especificamente a una muestra por criterio o fines
especiales (un tipo de muestreo por conveniencia).

b) Pacientes con Al. En la presente tesis se estudié una familia afectada con Al de
tipo hipoplasica. La paciente probando fue derivada a este grupo de estudio por una
dentista odontopedriatra, quien se encontraba realizando el tratamiento restaurador de
los dientes afectados. Este grupo familiar esta constituido por 13 sujetos, de los cuales
7 son mujeres (4 afectadas con AI) y 6 son hombres (1 afectado con AI). Se invit6 a
todos lo integrantes de la familia a participar del estudio y quienes acudieron a esta
cita se les explico los objetivos del estudio y se les solicitd leer el consentimiento y/o
asentimiento informado y firmarlo en caso de acceder a participar de este trabajo. Sélo
de quienes firmaron este documento se obtuvo fotografias clinicas, radiografias y, si
adicionalmente lo autorizaron, se les tomé muestras de sangre periférica y/o muestra
de saliva. Se priorizd la toma de muestra de sangre y de saliva, pero en caso de nifios
y de adultos que se negaran a dar muestra sanguinea sélo se les tomé muestra de
saliva.

c) Grupo control. Para el analisis de secuencia se estudiaron 2 sujetos sanos de

ambos sexos (C1 y C2), sin Amelogénesis Imperfecta u otra patologia del esmalte.
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Estos sujetos presentaban edad, condicién étnica y estatus socioecondémico similar a la
del probando y fueron examinados con el mismo protocolo clinico aplicado a los
pacientes. Adicionalmente, para el estudio histopatoldgico se incluyeron 2 sujetos
sanos, de edad y sexo equivalente a la paciente en estudio, sin alteraciones clinicas ni
radiograficas del esmalte dentario, quienes donaron dientes temporales exfoliados y
sin caries, similares a los dientes analizados de la paciente afectada.

d) Procedimiento de consentimiento informado y autorizacién ética. Los
individuos afectados y sujetos controles firmaron un consentimiento y/o asentimiento
informado de su participacién en este estudio (ANEXO 1 y 2), el cual fue aprobado por
el Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile

(ANEXO 3).

4.1.2 Diagnoéstico clinico de Al

El diagnodstico clinico y su fundamentacion se realizé basandose en los datos
clinicos, de anamnesis, radiograficos, histo-patoldgicos (cuando se dispuso de dientes)
y genealdgicos de la familia examinada, la cual fue evaluada segun los criterios de la
clasificacion de Witkop C. (Witkop, 1988; Aldred et al., 1992), actualizados por Aldred
M. J. (Aldred et al., 1992b). Para ello, los pacientes y sujetos control fueron sometidos
a:
a) Anamnesis. Se realizd anamnesis consultando por historia de enfermedades
sistémicas, tratamiento farmacoldgico, consumo de fllor, lugar de residencia hasta los
15 primeros afos de vida u otro antecedente que pudiera afectar la estructura dentaria
durante el desarrollo. También se consulté por dolor dentario frente a estimulos
térmicos y quimicos.
b) Examen clinico. El examen clinico extra e intra-oral se realizd en el Servicio de
Diagnéstico de la Facultad Odontologia de la Universidad de Chile, para lo cual se conté

con la correspondiente autorizacion del Director del Servicio. Este examen fue
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ejecutado en forma independiente por dos Cirujanos Dentistas, especialistas en
Patologia Oral, calibrados, con fotos clinicas (Dra. Ana Ortega Pinto y Dra. Daniela
Adorno Farias), completando la ficha clinica generada para ello (ANEXO 4). El
procedimiento de examinacion fue realizado usando un espejo N° 5 y sonda de caries,
secando con aire los dientes a examinar. Se consignaron datos relativos a mordida
abierta anterior, alteraciones de forma y color de los dientes, tales como: pérdida de
puntos de contacto y alteraciones de la superficie del esmalte.
Criterios de inclusidn:
= Pacientes chilenos, con residencia en Chile en los primeros quince afios de vida
= Pacientes que accedieron a firmar consentimiento informado.
Criterios de exclusion:
= Pacientes con alteraciones sistémicas como epilepsia, retardo mental severo,
alteraciones del cabello, alteraciones dseas (Osteogénesis Imperfecta) u otras
manifestaciones del desarrollo maxilo facial severas.
= Pacientes con historia de consumo de fllor terapéutico en los primeros quince
afios de vida
= Pacientes con residencia en la primera region de Chile (regiéon con alta
fluoracion del agua potable) durante los primeros quince afios de vida
= Pacientes con historia de consumo de tetraciclinas durante los primeros quince
afios de vida
c) Examenes complementarios. Se tomaron radiografias retro-alveolares a los
individuos afectados examinados, con un equipo de rayos X convencional de 70 Hz
(Dental X, rayos ARM modelo dx-076, Belmont), las que una vez reveladas fueron
analizadas en negatoscopio convencional. Ademas, se guardd registro fotografico intra-
oral de los pacientes afectados con AI, los que fueron fotografiados con una camara

digital Cyber-Shot DSC-HX1 (SONY).
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d) Confeccién de la genealogia. La genealogia se construyé mediante entrevista al
probando, sus progenitores y familiares que participaron en la investigacion. Después
de examinar el mayor nimero posible de individuos del grupo familiar, se confeccioné
la genealogia. La asignacion del modo de herencia se realizé por un analisis tradicional
de la genealogia para el rasgo Amelogénesis Imperfecta, teniendo en cuenta los

criterios descritos para cada tipo de herencia.

4.2 ANALISIS GENETICO-MOLECULAR

4.2.1 Obtencidn y cuantificacién del material genético

a) Toma de muestra de sangre. Se procedié a extraer 5-10 ml de sangre venosa a
los pacientes y sujetos controles, los cuales fueron depositados en tubos sellados al
vacio que contenian EDTA como anticoagulante. Los tubos fueron agitados y
almacenados a 4-6 °C, después de lo cual fueron procesados para purificar ADN
genodmico durante las 24 horas siguientes a la extraccién. La toma de muestra fue
realizada por un profesional Tecnélogo Médico o Enfermera.

b) Toma de muestra de saliva. Este procedimiento consistio en un raspado de la
mucosa del piso de boca y caras internas de las mejillas utilizando una paleta de
madera estéril, luego se le indicd al paciente que se enjuagara con 6 ml de una
solucién de glucosa al 3 % durante un minuto y que posteriormente depositara la
solucién dentro de un tubo estéril de 15 ml. Se repitid el paso del raspado de la
mucosa oral y, finalmente, la paleta de madera se depositd dentro del tubo. Las
muestras fueron almacenadas a 4-6 °C hasta su procesamiento para extraer ADN
durante las 24 horas siguientes.

c) Purificacion de ADN gendémico a partir de sangre. El ADN gendmico fue aislado
a partir de sangre periférica, utilizando el protocolo Probe, modificado del método

Salting Out, descrito por Miller et al., 1988. Este procedimiento consistiéo en mezclar 5
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ml de sangre, con una solucidn de lisis de glébulos rojos (155 mM NH,4CI, 9,98 mM
KHCO3, 1 mM EDTA pH 8,0), la cual se dejé en agitacion durante 15 minutos (min) a
temperatura ambiente (TA), para posteriormente centrifugar durante 10 min a 5.000
rpm. El sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue resuspendido en vortex
agregando 1,5 ml de solucion de lisis celular (25 mM EDTA y 69,35 mM SDS). Esta
resuspension fue incubada durante la noche a 37 °C. En el siguiente paso se agregd
1,5 ml de solucidon de precipitacién de proteinas (10 M CH3;COONH,) y la mezcla fue
centrifugada durante 20 min a 5000 rpm. El sobrenadante se traspasé a un tubo que
contenia 2,5 ml de isopropanol frio, se dejo reposar y luego se rescaté el ovillo de ADN
y se deposité en un tubo Eppendorf limpio. El ovillo recuperado se lavd 3 veces con
etanol frio al 70 %, se secd y finalmente se resuspendid en 100 pl de buffer TE
(100mM Tris-Cl, 10mM EDTA).

d) Purificacion de ADN genémico a partir de saliva. la extraccion de ADN desde
saliva se realizo utilizando el mismo protocolo que se usé para la extraccion de ADN
desde sangre, excepto que se partié con el sedimento de células epiteliales para el
paso de lisis y finalmente la muestra de ADN fue resuspendida en 50 ul de buffer TE.
e) Cuantificacion de ADN en las muestras. Para determinar la concentracion e
integridad de los acidos nucleicos obtenidos con el método de purificacion empleado,
tanto para la purificacion de ADN gendomico como para la purificacion de productos de
PCR, se us6 el método del mini gel de agarosa, con asistencia de un programa
computacional. Este método consistié en la corrida electroforética de las muestras en
un gel de agarosa cuya concentraciéon varié entre 0,8 y 1,5%, de acuerdo a las
necesidades. Como patron se utilizé el ADN del fago A digerido con la enzima Hind III,
a una concentracion de 40 ng/ul. El gel se observé en transiluminador UV (National
Labnet Company) y se registré mediante fotografia con una camara digital (Cyber-Shot
DSC-S650, Sony). Esta foto fue analizada haciendo uso del programa computacional

1D gel de Kodak, el cual permitié comparar la intensidad de fluorescencia de la banda
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de interés con las bandas del estandar y determinar la concentracion de ADN de la

muestra.

4.2.2 Analisis mutacional del gen amelogenina (AMELX)

El analisis mutacional del gen amelogenina se realiz6 usando ADN gendmico
correspondiente al probando de la familia en estudio. El analisis de la secuencia
promotora, codificante completa y de las vecindades exdn-intréon del gen se llevd a

cabo mediante PCR y secuenciacion directa.

a) Amplificacion de ADN mediante reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).
i) Disefio de partidores. Los exones del gen amelogenina, y sus vecindades exon-
intron, fueron amplificados usando los partidores especificos mostrados en la Tabla 3,
seglin el esquema mostrado en la parte superior de la tabla. Estos partidores fueron
disenados en base a la secuencia de referencia del gen AMELX, cuyo niumero de acceso
es AY040206, 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. Los

partidores utilizados para secuenciar el exén 3 se obtuvieron del trabajo publicado por
Kindelan et al., 2000.

ii) Reaccion de PCR. La reaccion en cadena de la polimerasa fue llevada a cabo en
los termocicladores Perkin Elmer®, Gene AMP PCR System, modelo 2400 y Labnet
Multigene Gradient. Como blanco se usé 50-100 ng de ADN gendmico de los pacientes
y sujetos control. La reaccién fue disefiada para un volumen final de 25 ul, que
contenia tampén PCR 10X pH 8,4 (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,3); 2 mM de
MgCl,; 0,2 mM de una mezcla equimolar de los cuatro desoxirribonucledtidos
(Invitrogen®), 1uM de cada partidor (obtenidos de Alpha ADN® o IDT®) y 0,5

unidades de ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) Bioline®. Cuando fue
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necesario re-amplificar fragmentos se usé la enzima ADN polimerasa de Pyrococcus
furiosus (Pfu) Stratagene®. El programa de ciclaje térmico consistié en un paso de
desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min y posteriormente 35 ciclos de:
desnaturalizacion a 95° C por 30 seg; alineamiento de los partidores a la temperatura
adecuada, por 30 seg (temperatura adaptado a cada pareja, seglin Tabla 3) y
extension a 72° C por 3 min, con un paso de extension final a 72° C por 10 min.

iii) Electroforesis de ADN. La técnica de electroforesis de ADN en geles de agarosa
se realizé segun Sambrook & Russel, 2001. Brevemente, la agarosa fue disuelta en
tampon TAE pH 7,9 (40 mM Tris-HCl, 5 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA) con
bromuro de etidio a una concentracioén final de 0,5ug/ml y por calentamiento se llevo
hasta ebullicién para su disolucion. Las muestras de ADN, previamente mezcladas con
tampdn de carga 6X (35% glicerol, 2% ficoll, 0,25% azul de bromofenol, tampdn TBE
6X), se cargaron en un gel de agarosa y la electroforesis se corrid a un voltaje
constante de 60 Volts, por 1-2 horas. Los geles de agarosa fueron observados en un
transiluminador UV, a una longitud de onda de 302 nm. Cada gel fue registrado
tomando una foto con una cdmara digital. Para determinar el tamafio molecular de los
fragmentos de ADN amplificados mediante PCR, se usé como patron el marcador de
tamafio molecular 100 bp plus (Fermentas®), para lo cual se utilizd el programa
computacional de anélisis de imagenes 1D gel de Kodak®.

iv) Purificacion de productos PCR. Los amplificados obtenidos de las diferentes
parejas de partidores, fueron obtenidos en varias y simultdneas reacciones de PCR,
con el objeto de acumular suficiente cantidad de cada fragmento para ser usado en las
reacciones de secuenciacion. Los productos de amplificacion fueron purificados
utilizando el método del paquete comercial SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®), como lo indica el fabricante. Para ello, la reaccion de PCR (o la disolucion
de un bloque de agarosa) conteniendo el fragmento a purificar, fue mezclada en igual

proporcidn con solucién de uniéon a la membrana y transferida a la minicolumna SV
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Tabla 3: Ubicacién, nombre, secuencia, tamafio y temperatura de alineamiento de los partidores
utilizados para la amplificacion y secuenciacion de la regién promotora y codificante completa del
gen amelogenina (AMELX). El esquema mostrado en la parte superior de la tabla muestra la
ubicacidn de cada pareja de partidores en relacion al promotor y a la estructura exén-intron del
gen.

1 2 3 4 5 6 7
[ pomoa ]| | | NI I
| \% \! \ii VI Xl
P> < > <  —
I . ”Il \% IX
X
Tamafio | t°de annealing

Ubicacién Nombre Secuencia (5'->3") (pb) (°C)

AmelxP1F CTCCCTGATTGGAAGGTCTTACC 505 59

AmelxP1R CCCCTTTCCCTAAGCAATGACC

IAmelxP2aF GCTGACAGGGTTGGGGAGAGTAA " 736 61
Promotor AmelxP2aR  |GGCAAGGAGTGCACACCAGACA

IAmelxP2bF GGGCAAAGAAGGGCCGCCATA Il 558 61

[AmelxP2bR AAGCTTCTCTGCCATCGCCTTTTCC

IAmelxP3F IATAGAGCAGTGGTGATCCCAA v 533 59

AmelxP3R AAACTCAGGGATGCTTGATCCT
Exén 1 AmelX 1 F GCTAGAACTGAGGAAAAGGCGA v 600 58
AmelX 1 R TGTGGCCAAGAAAGACCTTTGG

AmelX 2 F GGTAGACTGTGCACGAGACATTT

Ex6n 2 vi| 719 58
AmelX 2R |CCCCAGCTGTACCAAATCAGAA
Exons  [AXSF TGTGTGCTGGTTTCTGCTTC viill 578 50
AmX3R CGGCCATATTTAGGAGGACA
Exones 4, 5 |Amelx 4-5-6 F_|GGACAGTGTTTGCACCTCTCTT vitl 1612 -
y6  |Amelx4-5-6 R |GCTCCCTCTTGTCTTAAGCCTTC
Us6intaF _ CCCTGTGTAACCTCAGTCAAGTTAA | o | oo )
456 |s6intaR  |GCTGCATGGGGAACATCGG
internos™ kseintb F GGCCACCGGTATGTAGACATT 2| 061 )

456 intb R GGCAGGTTTACCATTGGCTCA

Exén 7 IAmelx7b F IAGCCTGACATGCAAGACGTACC XI 523 58

Amelx7b R TGAGCAGTTCCTACCTGATTCAAGA
* Se utilizaron partidores internos para realizar la PCR de secuenciacion utilizando como molde el
fragmento producido por los partidores Amelx 4-5-6 F-R.
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ensamblada sobre el tubo de coleccién, donde se incubé por 1 min a TA.
Posteriormente, el ensamblaje fue centrifugado a 14.000 rpm en microcentrifuga por
1 min y el liquido colectado fue descartado. La columna fue lavada con 700 pl de
solucién de lavado de la membrana y el ensamblaje centrifugado durante 1 min a
14.000 rpm, descartando el liquido colectado nuevamente. El lavado se repitié con 500
pl de solucion de lavado y el paso de centrifugacién se realizé por 5 min a la misma
velocidad. La minicolumna se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se
adiciond 50 ul de agua, libre de nucleasas en el centro de la membrana y se incubd por
1 min a TA, para finalmente eluir el ADN centrifugando por 1 min a 14.000 rpm.

iv) Purificacion de productos PCR. Los amplificados obtenidos de as diferentes
parejas de partidores, fueron obtenidos en varias y simultaneas reacciones de PCR,
con el objeto de acumular suficiente cantidad de cada fragmento para ser usado en las
reacciones de secuenciacion. Los productos de amplificacion fueron purificados
utilizando el método del paquete comercial SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®), como lo indica el fabricante. Para ello, la reaccion de PCR (o la disolucion
de un bloque de agarosa) conteniendo el fragmento a purificar, fue mezclada en igual
proporcidn con solucién de unién a la membrana y transferida a la minicolumna SV
ensamblada sobre el tubo de coleccion, donde se incubé por 1 min a TA.
Posteriormente, el ensamblaje fue centrifugado a 14.000 rpm en microcentrifuga por
1 min y el liquido colectado fue descartado. La columna fue lavada con 700 pl de
solucion de lavado de la membrana y el ensamblaje centrifugado durante 1 min a
14.000 rpm, descartando el liquido colectado nuevamente. El lavado se repitié con 500
ul de solucion de lavado y el paso de centrifugacidn se realizé por 5 min a la misma
velocidad. La minicolumna se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se
adiciond 50 ul de agua, libre de nucleasas en el centro de la membrana y se incubd por

1 min a TA, para finalmente eluir el ADN centrifugando por 1 min a 14.000 rpm.
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Para purificar fragmentos provenientes de bloques de agarosa, se utilizé
también el método Gene Clean (Boyle & Lew, 1995). En este protocolo los productos
de PCR se sometieron a una corrida electroforética y se cortaron las bandas
correspondiente a cada amplificado. Luego, estos bloques de agarosa se disolvieron en
una solucién de Yoduro de Potasio (IK) 6 M durante 15 min a 55 °C. Posteriormente,
se incubaron con 14 pl de Glass Milk (Dioxido de silice disuelto en IK 3 M) durante 10
min a TA. Se centrifugaron 30 segundos (seg) a 13.500 rpm, se elimind el
sobrenadante y el sedimento se lavd 3 veces con solucién New Wash (TRIS HCI 10
mM, pH 7.5, NaCl 50 mM, EDTA 2.5 mM pH 7.5 y etanol 98%). Posteriormente, se
centrifugd durante 30 seg a 13.500 rpm y se elimino el sobrenadante. Las muestras se
secaron para eliminar todo el etanol y se resuspendieron en 14 ul de agua estéril. La
elucion del ADN se realizé incubando esta mezcla a 55°C por 10 min, con agitaciéon en
vortex ocasional, después de lo cual se centrifugé a 13.500 rpm durante 2 min y
finalmente se rescatd el sobrenadante en un tubo limpio. La concentracion de ADN de
los fragmentos purificados se realizé utilizando en sistema del mini gel de agarosa, tal
como se mencion6 anteriormente.

b) Secuenciacién de productos PCR. Los productos de PCR fueron secuenciados en
ambas direcciones, usando los partidores con los cuales fueron amplificados a una
concentracion de 10 pM, y utilizando como ADN molde 50 ng totales de cada producto
purificado. La reaccidon de secuenciacién fue realizada utilizando el paquete comercial
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing de Amersham Biosciences, en las
condiciones descritas por el fabricante. Las reacciones de secuenciacién se llevaron a
cabo en el secuenciador automatico ABI PRISM® 3100-Avant de Applied Biosystems.
Este servicio se realizd en el Centro de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Ademas, en algunos casos se enviaron muestras de ADN a la

empresa Macrogen de Korea.
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c) Anadlisis de secuencias. Las secuencias obtenidas se compararon con las
secuencias de referencia del gen amelogenina usando el programa computacional
Vector NTI versién 10.0 (Invitrogen, Informax). La secuencia de referencia se obtuvo
de la base de datos de secuencias de nucledtidos (Entrez Nucleotide) del NCBI
(National Center for Biotechnology Information), cuyo sitio web se ubica en la

direccidn: [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nuccore&cmd=search&term=]. El

numero de acceso utilizado para obtener la secuencia del gen AMELX fue AY040206.

4.3 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURAL

4.3.1 Piezas dentarias analizadas. Se obtuvieron piezas dentarias
correspondientes a 2 incisivos temporales exfoliados de la hermana del probando del
estudio, también diagnosticada con AI, los cuales fueron procesados para su
observacién. Se utilizé una pieza para microscopia de luz y una pieza para MEB. En
cada procedimiento se utilizaron 2 dientes exfoliados de sujetos controles, de sexo y
edad equivalente, que fueron procesados de igual manera que los dientes del individuo

afectado con Amelogénesis Imperfecta.

4.3.2 Analisis de dientes a través de microscopia de luz. Los dientes de pacientes
con Al y sujetos controles fueron sometidos a cortes en sentido vestibulo-lingual con
una sierra diamantada en el equipo de corte Iso Met 1000, Presicion Saw, Buehler y
posteriormente lijados y pulidos en una piedra de Arkansas, hasta un grosor
aproximado de 100 um. Posteriormente fueron sometidos a dos lavados de 30 min
cada uno en etanol 96 %, 2 lavados de 30 min cada uno en etanol 100 % y finalmente
2 pasos en xilol, de 1 hora y durante la noche, respectivamente. Luego, fueron
montados con medio de montaje en un porta-objetos para su observacién y se

tomaron fotografias en el microscopio de luz Olympus DX 41 con aumentos de 10X y
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4X. El grosor del esmalte afectado se compard con el esmalte control utilizando el
programa computacional Micrometrics SE Premium, midiendo 4 puntos diferentes en la

zona cuspidea.

4.3.3 Analisis de dientes a través de Microscopia electréonica de barrido. Los
dientes se limpiaron con hipoclorito de sodio al 5 % vy fueron cortados
transversalmente en sentido vestibulo-lingual con un disco de carburundum en casi la
totalidad de su perimetro, dejando un borde sin cortar, el cual, posteriormente fue
fracturado y seleccionado como punto de observacion del esmalte. De esta manera fue
posible percibir la morfologia del esmalte de la muestra sin artefactos producidos por
corte con el disco. Posteriormente, los dientes fueron deshidratados en acetonas
ascendentes de 70%, 90% y 100%. El secado final, metalizado, observacién y captura
de imagenes se realizaron en el Laboratorio de Microscopia Electrdonica de Barrido, en
un microscopio Zeiss modelo DMS 940 del Centro de Equipamiento y Servicio de
Apoyo Tecnoldgico (CESAT) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,

servicio que fue comprado a esta entidad.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISIS CLINICO-RADIOGRAFICO Y GENEALOGIA DE LA FAMILIA
ANALIZADA

La genealogia de la familia se construy6 a partir de las entrevistas realizadas a
todos los sujetos voluntarios que participaron en este estudio y también considerando
los datos proporcionados por los analisis clinicos y de anamnesis de los pacientes que
se pudo examinar. No fue posible acceder a todos los integrantes de la familia para
realizar el examen clinico intra y extraoral, por lo que resulté complejo definir con
certeza la forma de herencia del rasgo Al en este grupo familiar. En la Figura 3 se
muestra la genealogia construida con la informacidon recopilada, donde se puede
apreciar que el sujeto 1.2, reportado afectado, transmite el rasgo a todas sus hijas, lo
gue determina un mayor numero de mujeres afectadas que de hombres. Como se
observa en la figura, en el caso de los individuos II.1 y II.5, los hijos de estas mujeres,
independientemente de su sexo, tienen 50% de probabilidades de ser afectados y en
ambos casos estos descendientes varones, que fueron examinados clinicamente,
presentaron esmalte normal y por lo tanto no se encontraban afectados. En contraste
a esta situacion, la mujer afectada II.3 transmite el rasgo a sus dos hijas (III.2 y
II1.3) quienes resultaron afectadas. El analisis de esta genealogia sugiere que el modo
de transmisién mas probable del rasgo AI en esta familia es compatible con herencia
dominante ligada al cromosoma X, aunque con los datos disponibles no se puede
descartar un patron de herencia autosémico dominante.

Al realizar la anamnesis, se descartd que a temprana edad los integrantes de la
familia: hubiesen vivido en zonas de Chile con alta concentracién de fllor en el agua
potable, consumieran fldor profilactico por via sistémica en forma de gotas o
comprimidos y que hubiesen ingerido antibidticos que alteran el desarrollo dentario como

las tetraciclinas. Al consultar por antecedentes de epilepsia, alteraciones visuales
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1 2+
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1% 2 3%0 4 5*e 6 7+
Il B \aron afectado
1* / 2%0 3*0 4xo [] varén normal

. Mujer afectada
(O Mujer normal
* Examen clinico
0 Donante de DNA
+ Reportado afectado

Figura 3: Genealogia de la familia afectada con Amelogénesis Imperfecta hipoplasica lisa,
dominante ligada al cromosoma X, tipo IE segun la clasificacion de Witkop.
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u otras patologias sistémicas, ninguno de los pacientes relatd historia de estas
condiciones.

En un total de 7 pacientes examinados pertenecientes a la familia en estudio, se
diagnosticaron 5 individuos afectados. En todos los pacientes afectados se observd
disminucién del grosor del esmalte y alteracidn variable de la coloracién en todos los
dientes, siendo mas evidente la variacidn en el grosor en la denticion permanente. En el
caso de la probando del estudio (sujeto III.2, en la Figura 3, indicado con una flecha
negra), el primer registro de ella se realizé cuando tenia 15 afios de edad. Se observé en
la denticidon permanente un esmalte de menor grosor (Figura 4A y 4B), con desgastes
importantes de las puntas de las cuspides (Figura 4B, flechas celestes), especialmente a
nivel de caninos, premolares y molares inferiores, con diastemas entre todas las piezas
dentarias (sefialados mediante asteriscos en color verde en la Figura 4A). Estos dientes
también presentaban una coloracién blanco-opaca, con una superficie rugosa y tendencia
a la formaciéon de bandas verticales, formadas por alteracion de la textura de la
superficie. La alteracién del grosor del esmalte fue evidente también en las radiografias
retroalveolares (Figura 4C), en donde se aprecia que el esmalte presenta un grosor de
aproximadamente un tercio del esmalte normal. En esta paciente también se observd
alteracion de la erupcion y de la formacidn coronaria de un canino superior izquierdo y
del canino inferior derecho (Figura 4A y 4B, flechas de color blanco), los cuales
presentaban una erupcidn de menos de un tercio coronario, cuando la paciente ya
presentaba totalmente erupcionados sus segundos molares, sus premolares y los otros
dos caninos. Tal como se observa en la radiografia (Figura 4C), estos caninos también
presentaban un escaso grosor del esmalte en la zona coronaria, dejando una pulpa
dentaria con escasa aislacion del medio externo.

En relacién a la paciente III.3, hermana menor de la probando, que al momento

del primer examen tenia 7 afios, se observd que tanto los dientes temporales como los
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II.2. @ Al 16 afios

B . C

Figura 4: Fotos clinicas (A, B) y radiografia retroalveolar (C) de la probando del estudio, sujeto
II1.2 de la genealogia. Las flechas blancas sefalan caninos con retardo de la erupcidn, los
asteriscos en color verde indican la presencia de diastemas y las flechas celestes muestran
cuspides con hipoplasia/atricion en las piezas N° 19, 21 y 22 (1° molar, 1° premolar y canino
inferior derecho). En la radiografia retroalveolar se puede observar la disminucién del grosor del
esmalte.
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1.3 @ Al 45 afios

A

E

1.3 @ AI 7 afios

Figura 5: Fotos clinicas (A, C, E, G, 1) y radiografias retroalveolares (B, D, F, H, J) de parientes
afectados (II.3, II.5 y III.3) y no afectados (III.1, III.4) de la probando perteneciente a la
familia diagnosticada con Amelogénesis Imperfecta hipoplasica lisa, dominante ligada al
cromosoma X, tipo IE de Witkop. La flecha negra indica la presencia de bandas verticales
alternadas, de esmalte normal y defectuoso, caracteristico de este patréon de herencia. En las
radiografias retroalveolares de los pacientes afectados se observa muy delgado y escaso
contraste con la dentina (flecha amarilla).
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permanentes, tenian un esmalte de menor grosor (Figura 5G), lo que fue mas
evidente en las radiografias retroalveloares (Figura 5H). En los dientes deciduos, la
coloracion del esmalte era de tonalidad amarillo-grisaceo, lo que contrastaba con la
coloracién blanco-opaco de los dientes permanentes recién erupcionados (Figura 5G).
En los incisivos permanentes centrales inferiores, se distinguid la presencia de bandas
verticales blanco-opacas y amarillo-grisaceo (Figura 5G, flecha negra), fendmeno que
también se pudo observar en la hermana mayor (probando) pero con menor grado de
expresion. Es importante sefialar que este caracteristico fenotipo clinico permite
sustentar con mayor grado de certeza la hipétesis de herencia ligada al cromosoma X en
esta familia. Tal como se aprecia en la Figura 5G, en esta nifia, fue evidente también
una insercién baja del frenillo superior.

Con respecto a la madre de la probando (sujeto II.3 de la genealogia), se observo
una fuerte atricion que comprometia aproximadamente un cuarto de los bordes incisales
del grupo dentario antero superior (Figura 5A) y una alteracién del grosor del esmalte
en tercio oclusal de caninos y premolares. Los molares remanentes en esta paciente,
presentaban caries extensas, con gran destruccion del esmalte. En la radiografia
retroalveolar, se puede apreciar que el esmalte también presenta un grosor disminuido
con respecto a lo normal (Figura 5B).

En las pacientes II.1 (imagenes no mostradas) y II.5 (Figura 5E) las alteraciones
del esmalte observadas fueron muy similares entre si, la alteracién del grosor del
esmalte fue mas evidente en tercio medio de los caninos y premolares. Nuevamente, a
nivel de los molares, se observa importante atriciéon de las cuspides. Todas las piezas
permanentes presentaban areas blanco-opacas y alteracion de la superficie con presencia
de bandas verticales (Figura 5C).

Los hombres analizados (III.1 y III.4) que al momento del examen tenian 5y 9
afios respectivamente, no presentaron defectos evidentes en los dientes permanentes o

temporales (Figuras 5E, F, 1, J).
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Por otra parte, es importante sefalar que en el estudio radiografico, tanto de los
pacientes afectados como no afectados, no se detectd presencia de taurodontismo, ni de
dislaceraciones radiculares exageradas.

Dado que la madre de la probando relaté antecedentes de “piedrecillas en los
rifiones”, ademas del retardo de la erupcidn dentaria de los caninos y la alteracién mas
severa del grosor del esmalte en estos dientes de la probando, se solicitdé como
examen complementario ecografia renal para descartar nefrocalcinosis. Este examen,
que fue realizado en la probando y en su madre, arrojé resultados negativos.

Finalmente, el andlisis de todos los antecedentes clinicos recopilados durante el
estudio de esta familia y relatados anteriormente, nos conducen a pensar que el
diagnéstico clinico corresponde a Amelogénesis Imperfecta hipoplasica lisa, con
herencia dominante ligada al cromosoma X, tipo IE, de acuerdo a la clasificacion de

Witkop (Witkop, 1988).

5.2 ANALISIS GENETICO MOLECULAR
5.2.1) Purificaciéon de ADN genémico de pacientes y sujetos control.

Se dispuso de muestras de ADN gendmico extraido desde sangre periférica y/o
de saliva de 4 individuos afectados y de 1 sujeto no afectado de la familia en estudio.
Adicionalmente, se obtuvo ADN gendmico de los dos sujetos sanos controles de sangre
periférica. La Figura 6 muestra un gel de agarosa con un ejemplo de los resultados
del procedimiento de extraccion de ADNg a partir de sangre y saliva, de la probando
de la familia estudiada (sujeto II1.2) y de un individuo no relacionado (mujer sana, sin
Amelogénesis Imperfecta), empleada como control 1 (C1). En todos los carriles del gel
se observa una banda intensa de alto peso molecular correspondiente a la migracion
del ADNg (ADN gendmico). Tanto la extraccion de ADN desde sangre como de saliva,
dieron como resultado un ADN de buena calidad, sin degradacién y sin presencia de

ARN contaminante. De acuerdo a la intensidad de las bandas mostradas en los carriles
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Figura 6: Gel de agarosa al 1% en tampon TAE 1X, que muestra resultados representativos del
procedimiento de purificacion y cuantificacion de ADN gendmico de individuos de la familia
estudiada y sujetos control. Carril M: 400 ng del marcador de tamafio molecular ADN del fago
lambda digerido con la enzima Hind III, carril 1: 1ul de una dilucién 1/10 de ADNg extraido de
sangre del sujeto control 1 (C1), carril 2: 1yl de ADNg extraido de saliva del sujeto C1, carril
3: 1pl de una dilucién 1/10 de ADNg extraido de sangre del paciente III1.2, carril 4: 1yl de ADNg
extraido de saliva del paciente III.2.
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1 y 3, que contienen una dilucion de ADNg obtenido de sangre de un sujeto control y
de la probando respectivamente, se pudo calcular que el procedimiento de extraccion
permitia obtener una concentraciéon y un rendimiento promedio de aproximadamente
600 ng/ul y 30 ug totales por muestra. En los carriles 2 y 4 se muestran los
resultados de la extraccion de ADN de saliva, cuya concentracion promedio fue de

70 ng/ul, con un rendimiento de aproximadamente 4 ug totales por muestra.

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

La obtencidn de segmentos génicos que contienen la regidon regulatoria
(promotor del gen) y la secuencia codificante completa (exones), con las respectivas
vecindades intronicas del gen amelogenina (AMELX), se realizd mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y posterior purificacién de los amplicones obtenidos. Al
respecto, la Figura 7 muestra un gel de agarosa representativo del proceso de
amplificacién del gen amelogenina completo realizado con ADNg del probando de la
familia, utilizando los partidores descritos en la Tabla 3. Los fragmentos amplificados
de 595, 736, 558 y 533 pb mostrados en los carriles 1 al 4 de esta figura representan
la region correspondiente al promotor del gen. La region codificante del gen, formada
por los exones 1 al 7, mas las regiones intrdnicas circundantes consideradas en este
analisis, estan representadas por amplicones que tienen tamafios de 600 (exon 1), 719
(exo6n 2), 575 (exo6n 3), 1612 (exones 4-5-6) y 523 (exdn 7) pb respectivamente, tal
como se muestra en los carriles 5 al 9 de la figura 7. A este nivel de resolucion, los
tamafios de los fragmentos producidos a partir del ADNg del probando coinciden con
los tamafios esperados para cada producto de PCR, lo que indica que no hay
variaciones gruesas observables, tales como grandes deleciones o inserciones de

bases.
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Regidén codificante,
5" UTRy 3"UTR

Regién promotora

Figura 7: Gel de agarosa al 1,5% en tampdn TAE 1X, que muestra resultados representativos
del procedimiento de amplificacion de la regiéon regulatoria y codificante completa del gen
amelogenina (AMELX), realizado mediante reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
partidores especificos y 75 ng de ADNg del probando del estudio (sujeto III.2). Carril M: 500 ng
del marcador de tamano molecular escalera de 100 pb. Carriles 1 al 4: 15 ul de la reaccién de
amplificacién de la region promotora del gen, representada por los fragmentos de 595, 736,
558, y 533 pb, amplificados con los partidores AmelxP1F-R, AmelxP2aF-R, AmelxP2bF-R y
AmelxP3F-R, respectivamente. Carriles 5 al 9: 15 ul de la reaccion de amplificacién de la region
codificante del gen representada por los fragmentos de 600 (exdn 1), 719 (exoén 2), 575 (exdn
3), 1612 (exones 4-5-6) y 523 (exén 7) pb, amplificados con los partidores AmelX1F-R,
AmelX2F-R, AmelX3F-R, AmelX456F-R y AmelX7bF-R, respectivamente.
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Una vez obtenidos los amplicones, representando la regién regulatoria y
codificante del gen amelogenina, éstos fueron purificados como se indicé en la seccion
de métodos. La Figura 8 muestra un gel de agarosa representativo del procedimiento
de extraccion y cuantificacion de ADN de los fragmentos amplificados, obtenidos
cortando las bandas directamente desde el gel de agarosa.

La gran intensidad de las bandas revelan un optimo resultado del proceso de
purificacion, con el cual se obtuvo una concentracién y rendimiento promedio de
aproximadamente 40 ng/ul y 800 ng totales por muestra, los que fueron disponibles

para la posterior reacciéon de secuenciacion.

5.2.3) Secuenciacion de ADN de la regién promotora y codificante del gen

amelogenina (AMELX) en el probando de la familia en estudio.

El analisis de la secuencia de todos los fragmentos del gen amelogenina
amplificados usando el ADNg de la paciente II1.2, probando del estudio, y de un sujeto
control sano (C1), reveld que no existian alteraciones de secuencia patogénicas en la
region promotora del gen, ni en las regiones exdnicas e intrdnicas circundantes
analizadas, que representan los exones 1 al 7 del gen completo. Tampoco se detecto la
presencia de alguna de las quince mutaciones reportadas previamente en la literatura
para AMELX (Tabla 4). A modo de ejemplo, en la Figura 9 se incluyen dos
cromatogramas de secuenciacion de ambas hebras del ADNg de la paciente III.2 que
muestran parte de la regidon correspondiente al exdén 5 (Figura 9A), donde se han
descrito las mutaciones g.3455C>T, g.3458delC y g.3458C>G y parte de la secuencia
del exén 6 (Figura 9B) donde se ha reportado la mutacién g.3803A>T. En ambos
esquemas se puede apreciar que no hay cambio de bases en las posiciones antes
sefialadas, encerradas en un rectangulo en la figura 9A y B, lo cual indica que esta

paciente no presenta dichas mutaciones en el gen AMELX.
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Figura 8: Gel de agarosa al 1,5% en tampdén TAE 1X, que muestra los resultados del
procedimiento de purificacién y cuantificacién de productos de PCR desde los geles de agarosa,
usando el sistema comercial “Wizard SV Gel and PCR Clean- Up System” de Promega® o el
método de Gene Clean. Carril M: 400 ng del marcador de tamafo molecular ADN del fago
lambda digerido con la enzima Hind III. Carriles 1 al 4: 2 ul de los fragmentos de 595, 736,
558 y 533 pb purificados, correspondientes a la regién promotora del gen amelogenina (AMELX).
Carriles 5 al 9: 2 ul de los amplicones de 600, 719, 575, 1612 y 523 pb, correspondientes a los
exones 1 al 7 con las respectivas vecindades intrénicas del gen AMELX.
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Tabla 4: Tabla que resume los resultados de secuenciacion del promotor y de todas las
secuencias exdnicas e intrdnicas circundantes del gen amelogenina (AMELX), realizada en ADNg
del probando del estudio y de un sujeto control sano no relacionado (C1).

Un signo (-) indica ausencia mutaciones en relacion a la secuencia de referencia (AY040206) y a la
secuencia del sujeto control.
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Figura 9: Cromatogramas de secuenciacion de ambas hebras del ADNg de la paciente III.2
(probando del estudio), correspondientes a secuencias parciales del exén 5 (A) y del exén 6
(B), donde se localizan algunas mutaciones previamente reportadas en el gen AMELX. La
primera y segunda secuencia mostradas en ambas figuras corresponden a la secuencia obtenida
con el partidor Amelx456F, la tercera y cuarta secuencias corresponden a la secuencia obtenida
con el partidor Amelx456R, la quinta secuencia corresponde a la secuencia de referencia del gen
amelogenina (AY040206) y la sexta secuencia corresponde a la secuencia consenso del
alineamiento realizada por el programa de andlisis (Vector NTI, v10.0). Los rectangulos indican
las posiciones donde deberian ubicarse las mutaciones reportadas.
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No obstante lo anterior, se encontré una variante de secuencia en la regién
correspondiente al intron 2 del gen amelogenina en el ADNg del probando. Este cambio
correspondié a una sustitucién de tipo transicién, que cambia una base T por C en la
posicion 119 del ADNg, considerando como +1 el primer nucleétido del codon ATG de
la secuencia gendmica de referencia AY040206 del gen AMELX. Para determinar si
esta variante de secuencia podria ser patogénica en esta familia y explicar el fenotipo
clinico de AI en los sujetos afectados, se procedié a verificar si esta variante reunia
algunos de los criterios de causalidad descritos por Cotton and Scriver, 1998 vy
Kuhlenbaumer et al., 2011.

Se realiz6 el analisis de segregacion de la variante con el fenotipo clinico en la
familia y en sujetos controles. La Tabla 5 muestra los resultados de este analisis y en
ella se puede observar que tanto los sujetos afectados como no afectados de la familia
presentan el cambio, al igual que los dos sujetos control analizados. La Figura 10
muestra dos cromatogramas de secuencia que permiten visualizar el cambio de una
base T por C en la posiciéon 119 del ADNg del paciente afectado II.5 y del sujeto control
(C1). Tal como se aprecia en esta figura, la variante de secuencia detectada se
encuentra en condicion homocigota en estos sujetos y también en el resto de los
individuos analizados (datos no mostrados).

Adicionalmente, se realizé6 una busqueda de esta variante en la base de datos
de polimorfismos de nucleétidos Unicos (dbSNP), disponible en el sitio web del Centro
Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) y se encontré que esta variante
corresponde a un SNP previamente descrito, designado con el cédigo de identificacion
de grupos de SNP’s de referencia: rs946252. Un anélisis de este SNP intrénico usando

el programa NNSPLICE 0.9, disponible en la direccion electronica www.fruitfly.com.org,

que detecta los sitios dadores y aceptores de splicing desde el extremo 5’ a 3’ de la
secuencia, reveld que no hay diferencias entre la secuencia portadora del SNP

rs946252 y la secuencia de referencia.
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Tabla 5: Tabla resumen del analisis de deteccién de la variante g.119T>C encontrada en el
intron 2 del gen AMELX (corespondiente al SNP rs946252), realizado en todos los integrantes de
la familia afectados y no afectados, de los cuales se disponia de material genético, ademas de
dos sujetos control sanos no emparentados (C1, mujer y C2, varon).
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Figura 10: Cromatogramas de secuenciacién de una hebra del ADNg del paciente afectado II.5
y un sujeto control (C1), correspondientes a un sector del fragmento de 719 pb amplificado con
los partidores Amelx2F-R. El cromatograma muestra parte de la secuencia del intrén 2 del gen
amelogenina y el rectangulo sefiala la posicién 119 del ADNg donde se detecté el cambio de la
base T por C. La primera y segunda secuencia corresponden a la secuencia obtenida con el
partidor Amelx2F en el paciente I1.5, la tercera y cuarta secuencia corresponden a la secuencia
obtenida con el partidor Amelx2F en el sujeto C1, la quinta secuencia corresponde a la secuencia
de referencia del gen amelogenina (AY040206) y la sexta secuencia corresponde a la secuencia
consenso del alineamiento realizada por el programa de analisis (Vector NTI, v10.0).
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El analisis de todos los antecedentes recopilados acerca de la causalidad de la
variante intrénica encontrada en este estudio, nos permiten afirmar con un alto grado
de certeza que este cambio de secuencia en el intron 2 del gen amelogenina no es
patdégenico y por lo tanto no se puede considerar como una mutacién causal de Al en

esta familia.

5.3) ANALISIS HISTOPATOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURAL DE PIEZAS

DENTARIAS AFECTADAS CON Al

5.3.1 Analisis de piezas dentarias afectadas con Al a través de microscopia de
luz

Los cortes histoldgicos de un incisivo temporal inferior exfoliado de la paciente
II1.3 (Figura 11B), revelaron diferencias sustanciales en el grosor del esmalte con
respecto al incisivo temporal inferior de una nifia sana control (Figura 11A). Es
posible apreciar que el esmalte afectado (Figura 11D) representa menos de la mitad
del grosor del esmalte normal (Figura 11C). En este analisis y al nivel de resolucion
de la técnica empleada, no se detectaron cambios estructurales en el esmalte. Por
otro lado, la dentina no presenté diferencias en cuanto a su apariencia entre el

diente afectado por Al y el diente control.

5.3.2 Analisis de piezas dentarias afectadas con Al mediante microscopia
electrénica de barrido

La observacion a través de MEB permitié distinguir la microestructura del
esmalte de las piezas temporales analizadas. En el diente control es posible distinguir
el patron prismatico caracteristico del esmalte, incluso con bajo aumento (Figura
12A). A mayor aumento la estructura cilindrica y alargada de los prismas es mas

evidente (Figura 12B). En relacion al diente temporal de la paciente III.3 (Figura 12
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C, D y E), es posible reconocer diferencias con respecto al control sano, donde la
caracteristica principal es una organizacién prismatica mas irregular que en el control
(Figura 12C). Con mayor aumento, en algunos segmentos del esmalte afectado, se
pueden observar prismas relativamente bien conservados (Figura 12D), mientras que
en otras areas, la estructura de los prismas es menos clara (Figura 12E).

En la Figura 13A se muestra la dentina del sujeto control sano, en la cual se aprecia
claramente los tubulos dentinarios, que corresponden a conductos que recorren la
totalidad del tejido, desde la pulpa hasta el limite amelodentinario. En el diente
afectado no se detectaron diferencias en la estructura dentinaria con respecto al

control (Figura 13B).
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Figura 11: Microfotografias de cortes histoldgicos obtenidos por desgaste de dientes temporales
sin descalcificar. Las fotos A), C) y E) corresponden a cortes de diente control sano y las fotos
B), D) y F) a cortes de diente del paciente III1.3 afectado con Amelogénesis Imperfecta. La letra
e indica esmalte, d sefala dentina y la flecha blanca muestra tubulos dentinarios.
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Esmalte diente sano Esmalte diente afectado

Figura 12: Microscopia electronica de barrido de superficie de dientes temporales fracturados.
A) Microfotografia del esmalte sano, 1000X. B) Vista del esmalte sano con mayor aumento, se
pueden apreciar estructuras prismaticas (flecha blanca), 2000X. C) Microfotografia del esmalte
dental de un sujeto afectado con Amelogénesis Imperfecta (paciente III.3), 1000X. D) y E)
Vista con mayor aumento de diente afectado, zonas de esmalte en las que se distinguen
estructuras prismaticas conservadas (flecha blanca) (D) inercaladas por segmentos donde éstas
se observan parcialmente (E) (flecha blanca), 2000X.
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Dentina diente sano Dentina diente afectado

Figura 13: Microscopia electrénica de barrido de superficie de dientes temporales fracturados.
A) Microfotografia de dentina de diente perteneciente a un control sano, 2000X. B) Dentina de
diente de sujeto afectado con AI (paciente III.3), 2000X. En ambas microfotografias se pueden
observar tubulos dentinarios intactos, caracteristicos de la dentina (flecha blanca).
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6. DISCUSION

Las Amelogénesis Imperfecta (AI) no sindrémicas son un grupo de condiciones
genéticas que afectan la estructura, composicion quimica y apariencia clinica del
esmalte dental. Los diferentes tipos de AI (hipoplasico, hipocalcificado e hipomaduro),
se correlacionan con defectos en las etapas del proceso de sintesis del esmalte. Se han
descrito casos de AI con patrones de herencia autosdémico dominante, recesivo y
ligados al cromosoma X, también dominantes y/o recesivos. Estos desérdenes son
considerados clinica y genéticamente heterogéneos, dado que, hasta la fecha, se han
reportado diferentes mutaciones en los genes: AMELX, ENAM, MMP-20, KLK4, FAM83H,
DLX3 y WDR72 como causales de Al (Urzla et al., 2011).

En este trabajo se realizd un exhaustivo analisis de una familia chilena afectada
con la patologia del esmalte Amelogénesis Imperfecta. Esta familia estaba constituida
por 13 personas, de las cuales se pudo analizar clinicamente a 7 integrantes del grupo,
incluyendo 5 mujeres afectadas con Al y 2 hombres no afectados. Se construyd la
genealogia de la familia y basadndose en el anadlisis de ésta y en el fenotipo clinico
encontrado, se determind que el mas probable patron de herencia del rasgo Al en el
grupo era dominante ligado al cromosoma X (Hart et al, 2002; Wright et al, 2003), lo
gue nos condujo a realizar el analisis mutacional de la region promotora, codificante
completa y vecindades intronicas del gen amelogenina, como el mas probable
candidato en esta familia. Ademas, con dientes temporales de un sujeto afectado, que
fueron donados para el estudio, se pudo llevar a cabo un analisis a nivel
ultraestructural del esmalte afectado, usando microscopia de luz y electrénica de
barrido. Hasta donde es nuestro conocimiento, este es el Unico estudio de AI con
herencia ligada al cromosoma X, en el cual se analiza la regidon codificante y promotora
del gen amelogenina y puede considerarse como el estudio mas completo realizado en

una familia chilena con este desorden del esmalte.
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6.1 ANALISIS CLINICO-RADIOGRAFICO Y CONSTRUCCION DE LA GENEALOGIA

Aunque Al en general se considera una alteracion principalmente del esmalte,
otros defectos orales y dentales pueden coexistir (dientes sin erupcionar, retraso en la
erupcion, mordida abierta anterior, calcificaciones pulpares, reabsorcion de raices y
coronas, raices truncadas, taurodontismo y otros). Ademas, Al es una caracteristica de
variados sindromes multiorganicos, pero es patognomonico de soélo algunos pocos
(Hunter et al., 2007).

Aunque la mayoria de los defectos mencionados no estuvieron presentes en la
familia analizada en este estudio, el probando (paciente mujer II1.2) presentd retardo
de la erupcién de caninos permanentes con alteracién mas severa del grosor del
esmalte en estos dientes, por lo que se solicitd un examen complementario para
descartar nefrocalcinosis en ella y su madre. El sindrome Al y nefrocalcinosis ha sido
descrito en familias consanguineas y no consanguineas. Las caracteristicas comunes
son la presencia de un esmalte delgado o incluso ausente, presencia de calcificaciones
intrapulpares, retardo bilateral de la erupcidon, nefrocalcinosis y calcio plasmatico
normal (Dellow et al., 1998). Debido a la alta morbilidad asociada a nefrocalcinosis no
detectadas y no tratadas a tiempo, y a que no esta claro a qué tipo de Al podria estar
asociada, algunos autores sugieren que todos los pacientes que presentan Al deben
someterse a un examen de ultrasonido renal para descartar esta patologia (Paula et
al., 2005).

Dada la complejidad en el diagnostico de AI, producto de la gran
heterogeneidad fenotipica que ésta presenta, han sido muchos los esfuerzos para
establecer criterios de clasificacion de esta patologia (Witkop, 1988; Aldred et al.,
1992a). Sin embargo, aln existe cierta distension y escaso acuerdo en la utilizacidén de
los términos utilizados para la descripcidon clinica de estos pacientes. Ademas, por otra

parte, la ingesta de fllor y tetraciclina durante el desarrollo del diente pueden alterar



61

la composicién y el grosor del esmalte, provocando defectos en la coloracion y
superficie de éste (Skinner & Nalbandian, 1975; Simmelink & Nygaard, 1979;
Bronckers et al., 2009). Por esta razon, es necesario realizar el diagndstico diferencial
de estas alteraciones con respecto a las manifestaciones clinicas de AI. Asi, durante la
anamnesis de los pacientes afectados y no afectados, pertenecientes a la familia en
estudio, se evallo exhaustivamente la posibilidad de que los defectos presentes en el
esmalte hayan sido causados por factores ambientales, como el consumo de fldor u
otros farmacos, durante los primeros afios de vida. Todos los integrantes de la familia
examinados han vivido en Santiago de Chile durante su vida, regién en que el agua
potable ha sido fluorada en las Ultimas décadas, pero en concentraciones maximas de
una parte por milléon, lo que segun varios estudios no genera fluorosis (Villa, et al,
19984, Villa, et al, 1998b). De tal forma que cualquier efecto ambiental fue descartado
como causa de las alteraciones en el esmalte dental en esta familia.

El examen clinico y el andlisis de las radiografias de los individuos afectados de
la familia analizada en este trabajo, coinciden en que la alteracion predominante vy
generalizada es la disminucién en el grosor del esmalte. Sin embargo, la presencia de
bandas verticales en el esmalte de algunas pacientes nos condujo a pensar en un
defecto hereditario ligado al cromosoma X (Wright et al., 2003).

En relacidon a la genealogia de este grupo familiar (Figura 3), se puede
observar que en la segunda generacidn todas las hijas de un padre afectado
presentaron el fenotipo de Amelogénesis Imperfecta. Si el sujeto 1.2 tuviese un
descendiente hombre, se esperaria que éste individuo fuera sano. En el contexto
teorico de este tipo de herencia, los miembros de la tercera generacion tienen 50% de
probabilidades de presentar la enfermedad. Este analisis indicd que se trataria de
herencia ligada al cromosoma X, sustentando los hallazgos clinicos de alternancia de
bandas verticales de esmalte normal y defectuoso, en tres de cinco mujeres afectadas.

No obstante, hasta la fecha, no ha sido posible examinar a los miembros que han sido
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reportados como afectados en la genealogia (sujetos 1.2, y 11.7), razén por la cual no
se puede descartar que se trate de una alteracion autosémica dominante. Sin
embargo, es importante mencionar también que otro hecho que permitié sustentar
esta conjetura, de herencia ligada al sexo en la genealogia de esta familia fue que, en
un trabajo anterior, el ADN del probando de esta familia fue analizado para detectar la
presencia/ausencia de ocho mutaciones reportadas, en la época del estudio, en el gen
enamelina (ENAM) y no se detectd ninguna de ellas (Adorno D., 2009). Estos casos de
incongruencia entre el patrén de herencia, fenotipo clinico y posteriores hallazgos
moleculares han sido descritos en la literatura sobre Al, realzando la importancia de
analizar el mayor numero posible de sujetos en una familia, con el objetivo de

contribuir con un consejo genético acorde a cada caso (Aldred et al., 2002).

6.2 ANALISIS GENETICO MOLECULAR

El analisis genético-molecular de esta investigacion consistié en el barrido
mutacional 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 transcripcidon (tanto espaciales como
temporales). A pesar de esto, las secuencias promotoras aun no son incluidas
rutinariamente en la blUsqueda y analisis de mutaciones, quizds porque su relevancia
patologica seria dificil de establecer sin laboriosas pruebas de funcionalidad (Chen et
al., 2010). En ninguno de los trabajos publicados sobre AI los autores realizan el
anadlisis de la regién promotora del gen AMELX. En este trabajo, se disefiaron
partidores especificos para amplificar y secuenciar toda la region promotora, lo que
demostré la ausencia de cambios en la secuencia de ADN del probando con respecto a

la secuencia del control y de referencia utilizada. Ademas, el analisis de las regiones
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codificantes y vecindades intrénicas, no evidencié ninguna de las 15 mutaciones
previamente reportadas en la literatura y tampoco se observo presencia de nuevas
variantes de secuencia en otras posiciones del gen. Sin embargo, se encontré un
cambio puntual del tipo transicion (C>T) en condicién homocigota en el nucledtido N°
119 (numeracién basada en el nucledtido +1 del codon ATG de la secuencia gendmica
de referencia AY040206), en el intrén 2 del gen, tanto en los individuos afectados y no
afectados de la familia y en dos sujetos controles. Se realizé una busqueda de las
variantes descritas para AMELX en la base de datos de Entrez SNP (dbSNP), del Centro
Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) y se encontré que existen 35
polimorfismos de nucledtido simple (SNP) referidos para este gen. Se definid que la
variante encontrada en los sujetos analizados correspondia al SNP rs946252. Este SNP
ha sido descrito en diversos grupos étnicos, europeos, asiaticos, afroamericanos vy
africanos en distintas frecuencias alélicas. No existen antecedentes de este
polimorfismo en poblacion americana. Del total de los 35 SNP descritos, 3 se
encuentran en la region promotora, 7 en las regiones exdnicas y 25 en las regiones
intronicas. El exén 6 y el intrdn 2 son los que presentan mayor cantidad de
polimorfismos registrados en esta base de datos (4/7 y 7/25, respectivamente).

En mamiferos, el gen que codifica para amelogenina se encuentra en ambos
cromosomas sexuales, denomindandose AMELX y AMELY, respectivamente. Esta
proteina ancestralmente se encontraba codificada en cromosomas autosémicos. Hace
mas de 100 millones de afios, en el linaje de los mamiferos placentarios, el par de
cromosomas homdlogos autosémicos que contenia este gen fue translocado,
convirtiéndose en el brazo pequefio de los cromosomas sexuales. Luego, en esta nueva
regién, la recombinacién homodloga fue inhibida y paulatinamente dio origen a la
diferenciacién de los cromosomas X e Y. En hombres la expresion de AMELY es muy
baja, tanto asi que no puede compensar la funcién de AMELX si éste se encuentra

inactivado por una mutaciéon, como por ejemplo en Al ligada a X recesiva. Incluso, en
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ratones que han perdido la copia de AMELY, no se observan efectos obvios (Iwase et
al., 2003; Iwase et al., 2007).

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 regidon central de la proteina es menos
conservada y se ha visto que durante la evolucién de ésta la mayoria de sus residuos
han sido cambiados sin alterar la funcion de la proteina (Delgado et al., 2007).

El flujo de la informacidn genética, clasicamente, ha sido visto como un proceso
lineal donde el ADN es transcrito a ARN y éste traducido a una proteina. Niveles
adicionales de regulacién siguen siendo descubiertos, expandiendo enormemente esta
idea simplista y revelando una compleja red que controla la expresion de los genes.
Gracias a esta mejor comprension de la regulacidon de la expresién génica, parece mas
claro que el ARN es mas que un intermediario pasivo en este proceso. El control del
procesamiento del ARN, es ahora, reconocido como un elemento crucial para la
regulacion de la expresion (Ward & Cooper, 2010). En este sentido, mutaciones
presentes en este nivel, pueden provocar desequilibrios importantes en la expresion de
genes y desencadenar diversos efectos sobre el fenotipo. Tras la ausencia de
mutaciones en el total de las regiones secuenciadas y analizadas en este trabajo, no es
posible descartar que exista alguna mutacion en otro sector del gen y que ésta sea la
causa de la alteracién presentada por la familia en estudio.

Mutaciones en la region no traducida 5’ (5'UTR), podrian alterar enormemente
la regulacidon de la traduccién. Existen varios ejemplos reportados en los cuales se
describen enfermedades asociadas a variantes en 5'UTR y sus respectivos mecanismos
patogénicos (creacién/disrupcién de horquillas, de sitios internos de entrada al

ribosoma, de un coddn AUG rio arriba o un sitio de unién de elementos que actian en



65

trans). Por otro lado, las regiones 3’ no traducidas (3'UTR) de los genes humanos
juegan un importante rol en la regulacion del ARN mensajero, como por ejemplo, en la
formacién del extremo 3’, en la estabilidad y degradacién del mensaje, en la
exportacion nuclear, en la localizacién subcelular y traduccion y en consecuencia esta
region es rica en elementos regulatorios. Mutaciones en los 3’'UTRs pueden causar
efectos significativos en el ARN mensajero, y provocar enfermedades monogénicas
(Chen et al., 2010). Estos antecedentes refuerzan nuestra iniciativa de secuenciar el
exén N° 1 y 7, que forman parte de las regiones no traducidas 5’ y 3’ del gen AMELX.

Adicionalmente, el primer intrédn en muchos genes participa en la regulacién de
la expresion tejido-especifica y estado-especifica, por medio de actividad intrénica
potenciadora o supresora, y/o mediando interacciones entre el promotor y el primer
intrén. El grupo de Xu L., identificd un elemento potenciador o enhancer ubicado en el
intrdn 1 de AMELX (Xu et al., 2010). Por esta razon, a pesar de que estas secuencias
nucleotidicas no codifican parte de la proteina y de que no se han registrado
mutaciones en sus secuencias, la posibilidad de analizar estas regiones del gen no
debe ser descartada.

Con el objeto de comprender mejor el funcionamiento del genoma humano, el
proyecto ENCODE (ENCyclopaedia Of DNA Elements) realizé un estudio, el cual indicé
gue un gran numero de elementos genéticos funcionales se encuentran a distancias
significativas del gen que éstos regulan (Birney et al., 2007). Entre estos elementos,
los que se encuentran mejor caracterizados, son los potenciadores transcripcionales
gue actuan sobre promotores de genes que se encuentran ubicados en sitios lejanos,
por medio de curvaturas en la cromatina. Estos elementos regulatorios se pueden
encontrar en los intrones de genes vecinos o incluso en cromosomas diferentes al gen
gue estd siendo regulado (Kleinjan & van Heyningen, 2005; Cavalli, 2007). Se han
reportados diversas enfermedades causadas por mutaciones en elementos

regulatorios lejanos (Kleinjan & van Heyningen, 2005).
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Se ha estimado que el 94% de los genes humanos sufren splicing alternativo, lo
que produce gran variedad entre los ARN mensajeros de genes individuales,
aumentando enormemente la diversidad de los transcritos expresados por estos genes.
La mayoria de las variaciones ocurren en el marco de lectura abierto, resultando en la
expresion de diferentes isoformas proteicas, las cuales, con frecuencia, poseen
propiedades funcionales distintas. El splicing, puede ser afectado por mutaciones en
elementos cis-activadores requeridos para un correcto procesamiento del pre ARN
mensajero y por mutaciones que afectan elementos trans-activadores, que son
necesarios para la regulacion de este proceso. Se estima que 50 % de las
enfermedades son causadas por mutaciones que afectan el splicing (Ward & Cooper,
2010). En el presente trabajo se analizé si la variante rs946252, encontrada en los
pacientes y en los controles, pudiese crear o interrumpir un sitio dador o aceptor de
splicing, mediante un analisis bioinformatico, el cual mostrdé que no existian
alteraciones de secuencia en las regiones consenso de estos sitios.

Debido a la gran cantidad de genomas publicados en los Ultimos afios, la
bioinformatica ha permitido identificar un enorme nimero de estructuras genéticas que
antes no habian sido percibidas. Estas aproximaciones han advertido la presencia de
genes sobrepuestos, donde dos genes sobreponen sus extremos 5’ 6 3’, o donde uno
de ellos se encuentra completamente dentro del otro (hospedero), pero orientado en la
direccién contraria. Este Ultimo caso se ha denominado “genes anidados”. Uno de los
genes anidados de mayor importancia para la biologia oral es AMELX, que se encuentra
anidado en el intrén 1 del gen ARHGAP6. ARHGAP6 codifica una proteina activadora de
GTPasa con especificidad para una proteina G monomérica denominada Rho, que
regula la formacién de los filamentos de actina del citoesqueleto y que puede afectar el
desarrollo de cambios programados en la forma de la célula. Ambas proteinas
(codificadas por AMELX y ARHGAPG6), se expresan en ameloblastos. Sin embargo,

mientras ARHGAP6 es ampliamente expresado en diferentes tipos de tejidos, AMELX es
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expresado sélo antes de la erupcién del diente (regulacién temporal) y sélo en la
cavidad oral (regulacion espacial). Se piensa que el anidamiento de estos genes podria
tener un efecto intrinseco en la regulacion de su expresion. Esta regulacion podria
ocurrir a través de diferentes mecanismos como el impedimento estérico por factores
de transcripcion, alineamiento de ARNs antisentido (los cuales son mas susceptibles a
la degradacion por ARNasas) o por dos ARN polimerasas convergentes, las cuales
podrian encontrarse y colisionar al estar transcribiendo simultaneamente. Sin
embargo, el mecanismo por el cual se regula la expresién de estos genes, en conjunto,
aun no esta claro (Crampton et al., 2006).

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

Finalmente, es importante sefialar que a través de un estudio de ligamiento
génico en dos familias con patrén de herencia y fenotipo clinico concordantes con Al
ligada al cromosoma X, se definid la existencia y localizacion de un segundo locus
causal de AI, denominado AIH3, ubicado en la regién Xq22-28 (Aldred et al., 1992a).
Este antecedente permite considerar la posibilidad que mutaciones en esta regidn
podrian estar involucradas en la etiologia genética de esta familia, pero se requiere

otro tipo de analisis para demostrar esta suposicion.
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6.3 ANALISIS HISTOPATOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURAL

El esmalte dental es un tejido altamente mineralizado, constituido
principalmente por cristales de hidroxiapatita, que se encuentran altamente
organizados conformando prismas (Smith, 1998). Se han descrito diversos defectos
genéticos que determinan alteraciones tanto de la estructura o grosor del esmalte
(hipoplasia), como de su composicion (hipomaduracion/hipocalcificacion) (Aldred et al.,
2003).

Uno de los propédsitos de este estudio fue caracterizar histolégicamente y
ultraestructuralmente piezas dentarias de la familia estudiada, afectada por Al de tipo
hipoplasica. Con estos fines, se analizaron dientes temporales exfoliados naturalmente,
provenientes de la hermana del probando (paciente III.3) a través de microscopia de
luz y microscopia electrénica de barrido. Estos analisis se realizaron comparando los
dientes afectados con dientes provenientes de sujetos controles sanos.

En relacién a casos de AI ligada al cromosoma X, los escasos estudios
microscopicos concuerdan en que, en términos generales, se observa una disminucion
significativa y variable del grosor del esmalte y que existe una pérdida de la estructura
prismatica del tejido (Sauk et al., 1972; Wright et al., 1993; Kim et al., 2004). En
mujeres afectadas, esta pérdida de la organizacion caracteristica del esmalte, se
percibe con un patrén alternado de zonas mas alteradas que otras (Sauk et al., 1972;
Kim et al., 2004). Este reducido nimero de publicaciones, en relacién a la estructura
microscopica de dientes afectados con Amelogénesis Imperfecta ligada al cromosoma
X y otros tipos de Al, se debe a que para este tipo de estudios se requiere no soélo que
estos dientes sean donados por el paciente, sino también que se encuentren sin caries
y sin intervenciones restauradoras realizadas por un cirujano dentista. Esto reduce las
posibilidades de obtener dientes temporales exfoliados en forma natural o terceros

molares extraidos por falta de espacio en las arcadas dentarias.
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En un modelo murino, se intenté simular mutaciones reportadas en familias con
Al asociadas a mutaciones en AMELX (Barron et al., 2010), provocando una mutacion
missense en el dominio TRAP, el cual se encuentra altamente conservado en esta
proteina. Se observd que en hembras heterocigotas se producia una disminucidn
significativa del grosor del esmalte, mientras que en ratones machos (hemicigotos), el
esmalte resultd tan delgado que no permiti6 su medicién, ya que en grandes
segmentos de los dientes, el esmalte se encontraba ausente. En cuanto a la
arquitectura del tejido, las hembras mostraron un esmalte con estructura prismatica,
aunque éste fue menos ordenado que el del ratén silvestre. En machos, el esmalte
reveld alteraciones severas, con una apariencia lisa parecida al vidrio, sin estructuras
prismaticas claras. En otro trabajo, se generd una linea transgénica de ratones con la
mutacién P70T, descrita en humanos (Collier et al., 1997), y se observd que el ratén
presentaba regiones de esmalte poroso y aprismatico, alternado con areas
prismaticas. Las areas aprismaticas fueron mas prevalentes en machos (Gibson et al.,
2007).

Los resultados del andlisis de microscopia de luz de este trabajo, coinciden con
el diagnodstico clinico de la familia afectada, ya que es evidente la disminucién del
grosor del esmalte del diente temporal afectado analizado, llegando a corresponder a
menos de la mitad del grosor del esmalte normal. Ademas no se observaron
depresiones evidentes en la superficie del esmalte, lo que concuerda con un fenotipo
de AI hipoplasica lisa.

En cuanto a lo observado en el diente afectado, mediante microscopio
electrénico de barrido, fue posible detectar la desorganizacion del tejido del esmalte,
con zonas donde se podian apreciar estructuras prismaticas poco definidas. Sin
embargo, en algunos segmentos se pudieron observar prismas bien conservados, lo
que es congruente con la hipétesis de la alteracidn genética ligada al cromosoma X, ya

gue producto de la inactivacion al azar de una de las copias del cromosoma X
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(lyonizacion) (Lyon, 1961), el defecto en mujeres afectadas se observaria como zonas
de esmalte sano alternado por segmentos de esmalte alterado. Esta Ultima
observacién se correlaciona con la presencia de bandas verticales en los dientes de
esta paciente, observados macroscopicamente, hecho caracteristico en mujeres con Al
ligada al cromosoma X (Wright, 2006).

La heterogeneidad genética, de locus y alélica, sumado a la variabilidad de
formas clinicas, con la que se presenta esta anomalia, ha dificultado enormemente su
diagnostico. A pesar de ser una patologia poco prevalente, implica una grave alteracion
en la estética y funcionamiento del sistema estomatognatico y puede considerarse de
impacto negativo en la salud psicosocial de las personas que la poseen en todas las
edades. La severidad de las lesiones puede resultar en la pérdida total de las piezas
dentarias. La solucién a este problema se traduce en tratamientos permanentes de alto
costo para el paciente. Por esta razon, y debido a que en Chile los estudios de Al son
incipientes, soélo abordados por nuestro grupo, la aproximacién genética, implicita en
este estudio, es un aporte importante al conocimiento de la estructura y funcion de las
proteinas que participan en la sintesis de esmalte, a la identificacion de genes
desconocidos implicados en la etiologia y al proceso de clasificacion molecular de este

grupo de desordenes.
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7. CONCLUSIONES

.
*

En esta familia el estudio clinico radiografico de los sujetos afectados evidencid
un esmalte de menor grosor y escaso contraste entre esmalte y dentina con

expresion variable entre individuos.

El diagnodstico clinico en esta familia corresponde a Amelogénesis Imperfecta
hipoplasica lisa, con herencia dominante ligada al cromosoma X, tipo IE, de

acuerdo a la clasificacion de Witkop (Witkop, 1988).

El anadlisis mutacional realizado al gen amelogenina (AMELX) en el probando del
estudio, no detecté ninguna de las mutaciones previamente reportadas, ni

nuevas variantes de secuencia en la region codificante y promotora 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.

El analisis histoldgico y ultraestructural de piezas dentarias afectadas, evidencid
la severa disminucion del grosor del esmalte con pérdida parcial de la
organizacién prismatica del tejido, sustentando la hipotesis de herencia ligada al

cromosoma X.
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9. ANEXOS

Anexol

UNIVERSIDAD DE CHILE st
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DEPARTAMENTO CIENCIAS FISICAS Y QUIMICAS
DEPARTAMENTO PATOLOGIA e

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este formulario de Consentimiento informado se aplicara a pacientes chilenos afectados con la patologia
del esmalte dental AMELOGENESIS IMPERFECTA y también a sujetos sanos, sin esta patologia, que seran
controles del estudio titulado:

“"DETECCION DE MUTACIONES DESCRITAS EN GENES CAUSALES DE AMELOGENESIS IMPERFECTA EN
FAMILIAS CHILENAS Y CARACTERIZACION DE UNA VARIANTE MISSENSE DEL GEN MMP-20
(9.30675A>G)".

En este estudio el Investigador Responsable es: la Dra. Blanca Regina Urzta Orellana, y los Co-investigadores
son: la Dra. Irene Cecilia Morales Bozo, la Dra. Ana Verénica Ortega Pinto, la Dra.(c) Carla Lozano y el Dr. Victor
Cifuentes, todos académicos de la Universidad de Chile.

ANTECEDENTES GENERALES. Las Amelogénesis Imperfecta son un grupo de enfermedades hereditarias que
afectan la primera capa del diente, llamada esmalte. Este defecto ocasiona graves problemas de estética,
sensibilidad a cambios de temperatura, dolor de dientes, dificultades de adhesion de materiales de restauracion
del diente y serios problemas psicolégicos y econdémicos a los individuos afectados, quienes pueden terminar sin
dientes.

Por tratarse de una enfermedad heredada, con varias formas de la misma, interesa conocer los factores
genéticos que la ocasionan, en cada caso particular. El propésito de esta investigacién es por lo tanto
caracterizar a los individuos afectados en nuestro pais, para conocer los cambios en los genes que han sido
identificados como responsables y analizar un nuevo gen posiblemente implicado en esta enfermedad.

PROCEDIMIENTO AL QUE SERAN SOMETIDOS LOS VOLUNTARIOS. Los sujetos afectados y controles

seleccionados para este estudio seran examinados intra y extracraimente por dos Cirujanos-Dentista calibrados
que participan como co-investigadores. Serdn sometidos a entrevista y con los datos colectados se les
confeccionara una ficha clinica. Se les tomara examenes complementarios (radiografias, corte histolégico de
dientes donados, u otros) para establecer el diagnostico. Se les solicitara ademds, una muestra de sangre, de
células epiteliales de mucosa bucal y de dientes deciduos o extraidos por indicacién ortodéncica, en caso de que
existan tales circunstancias.

VENTAJAS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO. Como ventajas de participar en el presente estudio los pacientes y
controles recibiran un tratamiento gratis de limpieza (destartraje) de sus dientes. Los examenes complementarios
realizados para el diagnéstico clinico y los examenes moleculares no tendran costo alguno para ellos, y recibiran
un informe detallado de su caso particular al finalizar la investigacion, si asi lo estipulan. Ademas, seran derivados
por los clinicos que participan en el estudio, para que obtengan atencién preferencial en las clinicas que
corresponda, seguin el estado de salud bucal que presenten. Alli, recibiran tratamiento adecuado, que cancelaran
con una rebaja establecida para los participantes de este proyecto.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

1.- Al firmar este documento, voluntariamente doy mi consentimiento para que un(a) Cirujano Dentista, de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, me entreviste, examine mi boca y tome fotografias de mi
dentadura. Estos procedimientos duraran alrededor de 30 a 50 minutos.

2.- Comprendo que los datos obtenidos en estos procedimientos seran utilizados en un estudio de la U. ds
para comparar la salud bucal de personas con y sin Amelogénesis Imperfecta. Entiendo que este esjgs
como finalidad tltima el contribuir con informacién para mejorar la salud bucal y el diagnéstico de los afgcts
Amelogénesis Imperfecta y seran publicados en revistas cientificas.

*
n
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3.- Comprendo que se me preguntara datos en relacion a mi enfermedad y su evolucién en el transc
vida, y que también deberé entregar datos que involucran a mis parientes cercanos, con el objeto de cong
patrén genealégico de mi condicién a nivel familiar. Ademas, si el estudio lo requiere colaboraré para que
parientes afectados también sean examinados y puedan ser parte del estudio voluntariamente.



4 - Entiendo ademas, que para realizar parte de esta investigacion deberé donar una muestra de sangre (10 ml),
de la cual se obtendréa DNA, el que sera usado para estudiar los genes descritos en este y en otros proyectos que
involucren el andlisis de otros genes. Entiendo que esta muestra sera tomada por un(a) enfermero(a)
universitario(a) con los instrumentos adecuados, que aseguraran mi integridad fisica y mi salud en general.

5.- Comprendo también que, si es necesario, estaré dispuesto a que se me tomen radiografias dentales, que se
requieren para el diagnéstico clinico de mi enfermedad y por lo tanto son de suma importancia para la
investigacion. Entiendo que el costo de estos examenes sera por cuenta del proyecto en estudio.

6.- Declaro que mi participacion en este estudio es libre y voluntaria, pudiendo incluso dejar de participar en él
cuando lo desee. Sé que la informacion obtenida de mi persona serd tratada de manera absolutamente
confidencial, y Gnicamente utilizada para fines de investigacion, sin fines de lucro. Entiendo que mi nombre y mis
datos personales no seran jamés identificados publicamente.

7.- Por mi condicién de voluntario, entiendo que no recibiré ninguna retribucién econémica. Comprendo que mi
participacién en este estudio no obliga de manera alguna a la Facultad participante o a los investigadores a
hacerse cargo en forma gratuita del tratamiento de posibles enfermedades de mi boca.

8.- Entiendo si, que por el hecho de participar en el estudio, tengo derecho a que se me informe sobre los
resultados del examen que se me practico y a recibir un consejo al respecto, de parte del Cirujano-Dentista que
me examing.

9.- El resultado final de la investigacién me debera ser entregado por escrito, si asi lo deseo. Si requiero cualquier
aclaracién o informacién adicional sobre este estudio y mi participacion en él, debo dirigirme a la Dra. Blanca
Urzda O., Av. Sergio Livingstone N° 943, Independencia, Santiago. Fono 6781793 o a la Dra. Ana Verénica Ortega
P. fono 6781810.

10.- Se me ha explicado que los datos clinicos y los resultados de los andlisis genéticos permaneceran guardados
en una base de datos, que seréa creada durante el desarrollo del proyecto, y que la informacién alli contenida sera
permanentemente respaldada y a ella tendran acceso sélo el Investigador Responsable y los co-investigadores
clinicos del equipo.

11.- Se me ha comunicado que las muestras de sangre y células epiteliales de mi boca, de las cuales se obtendréa
DNA, seran guardadas por el investigador Responsable en las condiciones adecuadas y serén sélo usadas para
los andlisis de factores genéticos contemplados en este estudio y en otros similares que deriven de él.

Firma del voluntario Firma del Cirujano-Dentista

Nombre: Nombre: Dra. Ana Ortega Pinto

Solicita Informe:  Si No

Fecha: Santiago, de de 20
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Anexo 2

UNIVERSIDAD DE CHILE |ﬂ1

FACULTAD DE ODONTOLOGIA :

DEPARTAMENTO CIENCIAS FiSICAS Y QUIMICAS ;
DEPARTAMENTO PATOLOGIA

ASENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS CON AMELOGENESIS IMPERFECTA
(MENORES DE 18 ANOS)

Este formulario de Asentimiento Informado se aplicard a pacientes chilenos, menores de 18 afios,
afectados con la patologia del esmalte dental AMELOGENESIS IMPERFECTA y también a sujetos sanos de la
misma edad, sin esta patologia, que seran controles del estudio.

TITULO DEL ESTUDIO: “DETECCION DE MUTACIONES DESCRITAS EN GENES CAUSALES DE
AMELOGENESIS IMPERFECTA EN FAMILIAS CHILENAS Y CARACTERIZACION DE UNA VARIANTE
MISSENSE DEL GEN MMP-20 (g.30675A>G)".

En este estudio el Investigador Responsable es: |a Dra. Blanca Regina Urzia Orellana, y los Co-investigadores
son: la Dra. Irene Cecilia Morales Bozo, la Dra. Ana Verdnica Ortega Pinto, la Dra.(c) Carla Lozano y el Dr. Victor
Cifuentes, todos académicos de la Universidad de Chile.

INTRODUCCION.

Mi nombre es Blanca Urzua (Dra. Ana Ortega/Dra. Irene Morales), y soy profesora de la Universidad de Chile. Mi
trabajo consiste en conocer las causas hereditarias que provocan que tus dientes luzcan asi, como tu los tienes. A
largo plazo esta investigacion permitira saber qué tipo de tratamiento se le aplicara a tus dientes y en el corto
plazo recibiras tratamiento adecuado en este servicio.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION.

Con este estudio queremos averiguar las causas genéticas que provocan tu enfermedad, con el fin de aplicar este
conocimiento para ayudarte a proteger tus dientes y a que el Dentista pueda mejorar los tratamientos que le
realizara a tus dientes, para que no sufras molestias.

ELECCION DE PARTICIPANTES.
Te hemos elegido a ti, porque es muy poco frecuente encontrar otros nifios que tengan los dientes como tu, y por
eso es muy importante que participes.

VOLUNTARIEDAD EN LA PARTICIPACION.

Hemos discutido esta investigaciéon con tus Padres y ellos saben que te estamos preguntando a ti también para
que nos des tu aceptacion. Puedes elegir participar o no. Si vas a participar en este estudio, tus Padres deben
saberlo y también deben aceptarlo. Si no deseas tomar parte de esta investigacion, no tienes por qué hacerlo, ain
cuando tus Padres lo hayan aceptado. Puedes discutir tu decisién con quien te sientas més cémodo. No tienes
que decidirlo inmediatamente. Si no entiendes algo, puedes detenerme para que te lo explique nuevamente.

PROCEDIMIENTOS.

Un Dentista examinara tu dentadura, te hara varias preguntas y tomard una muestra de células de tu boca
mediante un enjuague bucal, con una solucién dulce, que deberdas mover en tu boca por mas de 1 minuto, en lo
posible. Ademas, sélo si lo deseas, una enfermera que tiene mucha experiencia, te tomaréd una muestra de
sangre, y probablemente el pinchazo te dolera un poquito. Una vez que el Dentista te haya examinado te pedira
algunos examenes adicionales y te enviara con un especialista que restaurara tus dientes. Tal vez en otra ocasién
te pediremos que nos des mas muestra y tengas que volver al Servicio.

RIESGOS.
Tu participacion en este estudio no implica ningdn riesgo

CONTACTO.
Puedes hacerme preguntas ahora o mas tarde. Le daremos una copia de este formulario a t
encontraras un numero y direccién donde puedes contactamos si tienes dudas que aclarar. Si q
alguien mas que conoces como tu profesor, médico o un familiar, puedes hacerlo también.
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FORMULARIO DE ASENTIMIENTO INFORMADO

Yo , declaro que he entendido lo que se
me ha explicado acerca de este estudio y que soy libre de participar o no. Entiendo que puedo retirarme
del mismo en cualquier momento. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas mas
tarde si las tengo

“Yo deseo participar en la investigacién y he firmado el asentimiento que sigue”.
(iniciales del nifio/menor)

Solo si el nifio/a asiente:

Nombre del nifio/a

Firma del nifio/a:

Fecha:

Dia/mes/afio: Santiago; de de 2009.

Si es analfabeto:

Una persona que sepa leer y escribir debe firmar (si es posible, esta persona deberia ser seleccionada por el
participante, no ser uno de los padres, y no deberia tener conexién con el equipo de investigacion). Los nifios
analfabetos deberian incluir su huella dactilar también.

“He sido testigo de la lectura exacta del documento de asentimiento al participante potencial y el individuo
ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo de que ha dado su asentimiento libremente”.

Nombre del testigo (diferente de los padres)

Y Huella dactilar del nifio/menor:

Firma del testigo
Fecha

Dia/mes/aiio
Copia dada al participante (iniciales del investigador/asistente)

El Padre/madre/apoderado ha firmado un consentimiento informado _Si _No

Firma del Testigo Firma del Cirujano-Dentista

Nombre: Nombre: Dra. Ana Ortega Pinto.

Solicita Informe:  Si No

Fecha: Santiago, de de 20
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Anexo 3
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ol 1
| n
g UNIVERSIDAD DE CHILE | {
FACULTAD D8 ODOMTOLOGIA. L _

CHRECCIN
coMITE DE #TICR

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION.
ACTA N°: 2010/01

En Santiago, el 15/03/2010, el H. Consejo del Comité Etico de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile, con asistencia de sus miembros permanentes:

Prof. Francisco Omar Campos S. (DDS).
Presidente CEC, Vicedecano Facultad de Odontologia, U de Chile

Prof. Jorge Gamonal A. (DDS, PhD)
Miembro permanente del CEC; Director del Departamento de Odontologia Conservadora.
Fac Odontologia. U de Chile

Prof. Juan Cortes A (DDS)
Miembro permanente del CEC; Director del Departamento de Cirugia y Traumatologia
Bucal y Maxilofacial Fac. de Odontologia, U de Chile

Han revisado y aprobado el siguiente protocolo:

1. Titulo completo del proyecto Clinico N° 2009/16: “DETECCION DE MUTACIONES
DESCRITAS EN GENES CAUSALES DE AMELOGENESIS IMPERFECTA EN FAMILIAS
CHILENAS Y CARACTERIZACION DE UNA VARIANTE MISSENSE DEL GEN MMP-20
(9.306754>G)".

Investigador responsable: Prof. Blanca Urzia Orellana
Institucién: Area de Bioquimica, Departamento de Ciencias Fisicas y Quimicas, Facultad
de Odontologia, Universidad de Chile.

4. Documentacién Revisada:

Proyecto Original

Consentimiento Informado (Cl) y Asentimiento

Curriculo del investigador responsable

Noémina y CV de los coinvestigadores y colaboradores directos de la investigacion.

Carta de aceptacién de la autoridad o autoridades administrativas de los

v

¥ ¥V ¥V ¥

establecimientos donde se realizara el estudio.
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5.- Caracter de la poblacién:
Se trata de una investigacién Observacional, descriptivo clinico, histolégico e imagenoldgico, y
genético de Familias portadoras de Amelogénesis Imperfecta

6.- Fundamentacién de la aprobacion

Este comité ha considerado que el proyecto planteado por la Dra. Blanca Urzia es de gran
interés para potenciar el desamolio de guias clinicas y protocolos especificos de manejo
diagndstico y rehabilitacién oral, y/o beneficios directos a los afectados que surjan del proyecto
mismo, como la organizaciéon de Grupos de Autoayuda en Familias Portadoras de Al u otros.

Este proyecto cumple con los principios de respeto a los derechos de las personas
participantes y se asegura de garantizarlos en todos los procedimientos, durante el reclutamiento,
comunicacién con los participantes, manejo de sus muestras biolégicas, asi como en los
procedimientos propuestos para el tratamiento y divulgacion de los datos obtenidos.

Este comité ademas considera que esta investigacién apoyard con mayor informacién a los
individuos afectados de Amelogénesis Imperfecta y no vulnera la dignidad de los participantes pues
no constituye para ellos una amenaza ni causa de dafio emocional ni moral. El formulario de
consentimiento informado cumple con los requisitos exigidos y se comregiran algunas enmiendas
menores de forma e idioma, para que el participante entienda plenamente el objetivo y todos los
procedimientos a los que sera sometido.

La razén riesgo/beneficio fue estimada aceptable para los participantes, donde los examenes
no implican mayores riesgos para ellos que el examen clinico y radiografico no invasivo y sin costo,
toma de muestra de sangre y cuando se pueda obtencion de biopsias dentarias. El investigador se
ha comprometido a resguardar la confidencialidad de los datos. Los participantes seran
controlados constantemente para prevenir y limitar los dafios de su enfermedad y aunque no
recibirdn pago por su participacion, ellos serén beneficiados por la proteccion y mantencién al
méximo de su dentadura en boca generando redes multidisciplinarias para hacer efectivo estos
procesos.

Aunque estas patologias genéticas a estudiar son en general de baja incidencia, una
estrategia para su estudio puede darse realizando una sistematizacién del conjunto de
enfermedades genéticas que afectan al termitorio Estomatognético, en una plataforma de la
Facultad al respecto, a través de estructuras ya existentes, del tipo IRMADEMA o IREPO o bien a
través de nuevas estructuras disefiadas Ad-hoc. Esto redundara en un fortalecimiento institucional
de la disciplina —la genética, basica y clinica- que habituaimente se desarrolla en concordancia con
el mejoramiento socio-econdmico y cultural de los paises.
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Los antecedentes cumiculares de la Dra. Blanca Urzia y de su equipo colaborador
garantizan la ejecucion del Estudio dentro de los marcos éticamente aceptables.

El investigador se ha comprometido a mantener informado al comité de cualquier evento
adverso y una vez finalizado el estudio el comité deberd ser informado de la totalidad de los
resultados del estudio. EI Comité de Evaluacién Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile es solidario ante eventuales dafios a los pacientes y podra monitorear el
cumplimiento del protocolo y proteccion de los participantes.

ICA TORRES V.
fico Facultad de Odontologia

Santiago, 15 de marzo de 2010.
C.E.# 15/2009
Acta N* 01/2009
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UNIVERSIDAD DE CHILE m
e FACULTAD DE ODONTOLOGIA L.

DIRECCION
COMITE DE ETICA

CERTIFICADO

El Comité de Etica Cientifico de la Facultad de
Odontologia, seglin acta N° 2010/01 del 15 de marzo del 2010, aprobé el Proyecto
de Investigacion “Deteccién de mutaciones descritas en genes causales de
amelogénesis imperfecta en familias chilenas y caracterizacion de una
variante missense del gen MMP-20 (g.306754>G)”, cuyo Investigador
Responsable es la Prof. Dra. BLANCA URZUA ORELLANA, del Departamento
Ciencias Basicas y Comunitarias, de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile. Este proyecto dentro de la Direccion de Investigacion de nuestra
Facultad es equivalente a FIOUCH 09-1.

Se extiende la presente certificacion a solicitud de la
interesada para los fines que estime pertinentes.

SANTIAGO, 09 de junio de 2011. ) \)
il

PROK. JUAN CORTES ARAYA
PRESIDE COMITE DE ETICA
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Anexo 4
NO
Ficha Clinica Amelogenesis Imperfecta
A. ANAMNESIS ESTADISTICA
Nombre completo:
Fecha de nacimiento: Edad: Sexo: M F
Direccion: Fono:
Ocupacioén: Nivel educacional
Fecha: Rut:
B. ANAMNESIS REMOTA FAMILIAR
1. Enfermedades sistémicas: SI NO
Mama Papa
Alteraciones embarazo Labio fisurado
Rubéola Rubéola
Raquitismo Raquitismo
Radiacion Radiacion
Displasia ectodérmica Displasia ectodérmica
Paladar fisurado Paladar fisurado
Antecedentes de:
CONSUMO MEAICAMENTOS,....uvuuuiieiieeeeeieeeeeeetiiieeeeeeeeeeees —ereeretrtaa e aeeeeaaaeeeees soes Alteraciones visyales: ...........
...................................................................... NefrocalCinOSIS: .......uuuiiiiees et e,
............................... [ U1 = S RPPPTTRNRPPRRRRUPRRRRPRNIN © | 1 (0]

C. EXAMEN CLINICO

1. Extraoral: indicar SI o NO

Hipotricosis

Cejas esc/aumen

Ufas disp. mano

Pestafias esc/aum.

Unfas disp. pies

Hiperpig. Parp. inf.

Bronquitis frecuen

Sequedad piel

Frente displasica

icrognatia

ello canoso

hidrosis

as displasic.

Nariz displasica

dos displa

2. Intraoral:

IMIUCOSA ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e nn e

Frenillo labial superior
Paladar
Uvula ...............
Lengua

Secrecion de glandulas salivales mayores.
Mordida abierta anterior.............eeeuriieieeiiiieie e
ODSEIVACIONES ..eiiiiiiiiiiieeiitteee ettt e et e ettt e e s bt e e e e e bt e e e e e e bbaeaeeennnees




Denticién permanente
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15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
16
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

32

Denticion temporal

X = ausente C = caries
/\ = en arroz O = Coronada
M = en Mora P = Pilar Puente

D = Displasia otra
Ab= abrasion cervical
Tau= Taurodontismo

Di= diente invaginado

Estatura: cm

Test de saliva global
Test de Schirmer oral= mm X 5 min.
Medicion de densidad de GSM Labiales=

Foto clinica:

Impresion de arcadas dentarias:

Entrega de orden de Radiografia panoramica:

Diagndstico del paciente:

T= transposicién dentaria

G= giroversion
Sp= supernumerario
S=sano

ml X 5min. Tubo N°;
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