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RESUMEN

La agenesia dental es una anomalia del desarrollo de la 1dmina dental, impidiendo la formacién del germen. La prevalencia
en Yucatdn se registra en 5.8%. Como causa genética de la agenesia dental se han demostrado variaciones genéticas en factores
de transcripcion, de los genes PAX9 y MSX1. Se incluyeron 6 familias con agenesia dental confirmada mediante anamnesis y
ortopantomografia; a partir de exudado bucal se realiz6 extraccién y amplificacion de ADN por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y secuenciacidn tipo Sanger de la regién codificante de ambos genes. El andlisis de las secuencias se realizé
en la base de datos www.ncbi.nlm.nih.gov. Se encontraron 9 variantes genéticas, 2 de las cuales no han sido reportadas en la
base de datos de NCBI; en el gen MSX1 se identificé la variante g.8485C>T, en el gen PAX9 se identificé la variante
2.10621G>C en el ex6n 2 de 2 pacientes g.13980C>T y g.13981G>C en el exdn 3, g.23695_23696insT, g.23811_23812insT
en el exén 4 previamente descritas y g.13729A>G en el intrén 2, g.23836T>C en el ex6n 4 que al no estar reportadas en la
base de datos de NCBI sugiere una nueva variante de significado incierto. Se demuestra la presencia de variaciones genéticas
patogénicas y no patogénicas en pacientes con agenesia dental familiar y se corrobora la aparicién de 2 variantes genéticas en
el gen PAX9 posiblemente nuevas dados que no se han descrito en las bases de datos del genoma humano.

Palabras clave: Agenesia dental / odontogénesis / PAX9 / MSX1 / variacion genética.
ABSTRACT

Dental agenesis is an anomaly of the development of the dental lamina, preventing the formation of the germ. The prevalence
in Yucatan is recorded at 5.8%. The genetic cause of dental agenesis has been greatly improved in the transcription factors of
the PAX9 and MSX1 genes. Six families with dental agenesis confirmed by anamnesis and orthopantomography were
included; The extraction and amplification of the DNA is carried out from the buccal exudate by the reaction in the polymerase
chain (PCR) and the Sanger-type sequencing of the coding region of both genes. The analysis of the sequences was done in
the database https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Nine genetic variants have been found, 2 of which have not been reported in the
NCBI database; in the gene MSX1 the variant g.8485C> T is identified, in the gene PAX9 the variant g.10621G> C was
identified in exon 2 of 2 patients g.13980C> T and g.13981G> C in exon 3, 2.23695_23696insT, g.23811_23812insT in exon
4 previously described and g.13729A> G in intron 2, g.23836T> C in exon 4 that are not informed in the NCBI database a
new variant of uncertain significance. The presence of pathogenic and nonpathogenic genetic variations in patients with
familial dental agenesis has been demonstrated and corroborated in the appearance of 2 genetic variants in the PAX9 gene
possibly in the human genome databases.

Key words: Dental agenesis / odontogenesis / PAX9 / MSX1 / genetic mutation.

INTRODUCCION etiologia puede clasificarse en sindrémica y no sindrémica,

por su tipo de herencia en esporadica o familiar, Como causa

La agenesia dental es una anomalia de desarrollo resultado
de un trastorno de la ldmina dental, que impide la formacién
del germen dentario, esta formacién es también conocida
como odontogénesis, mecanismo en el cual se encuentran
involucrados aproximadamente 300 genes, entre los que
destacan algunos homeobox, especificamente el MSXI,
MSX24 y PAX9 (Shahid et al. 2016) ya que intervienen en el
proceso de diferenciacién celular dando como resultado la
inhibiciéon de la odontogénesis en la etapa del brote. Se
reporta una prevalencia del 5.8% en el estado de Yucatan,
excluyendo terceras molares (Herrera et al. 2014). Por su

genética de la agenesia dental se han demostrado defectos
genéticos en factores de transcripcion, de los que destaca el
gen PAX9 (Chhabra et al. 2014).

En un estudio realizado en pacientes de Arabia Saudita con
agenesia dental en donde se estudiaron variaciones en los
genes MSX1, PAX9 y MMP?20, se reportaron cinco nuevas
mutaciones que incluyen cuatro en MSX1, uno en PAX9 y
un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la mayoria
de los pacientes en en el gen MMP20 (Shahid et al. 2016).
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Debido a la alta prevalencia de agenesias dentales reportadas
en Yucatan, donde se han observado familias con varios
miembros afectados, que sugieren que esta anomalia dental
sea de causa genética, asi como la falta de informacién sobre
las bases gendmicas de la agenesia en la poblacién estudiada,
motivaron a realizar este estudio para determinar las
variaciones genéticas PAX9 y MSX1 como causa de agenesia
dental en el estado de Yucatan, con el fin de contribuir al
conocimiento de los genes que participan en el proceso de
formacién dental y con el desarrollo de la agenesia en
poblacién de Yucatan.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 6 pacientes propésito con agenesia dental en
cuyas familias tenga 2 o mas miembros afectados con esta
condicién, se realizé anamnesis y ortopantomografia para
confirmar la ausencia del diente y se procedi6 a la toma de
muestra partir de exudado bucal para extraer el ADN

Extraccion ADN

Obtencién de material genético: Por medio de un hisopo
estéril Omniswwab se realiz6 un hisopado bucal durante 30
seg. en ambos carrillos y en piso lingual.

Extraccién de ADN: Se aisl6 ADN gendmico utilizando el
kit Wizard® Genomic DNA Purification de Promega REF
Al120, de acuerdo con el protocolo descrito por el
proveedor.

Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Se amplificaron los fragmentos de los exones 2-4 del gen
PAX9 y el ex6én 2 del gen MSXI, se utilizé la siguiente
secuencia de nucledtidos propuestos por el autor Mundstock
et al.

Tabla 1. Primers utilizados en la reaccién de amplificacién (PCR)

Primers Secuencia Tamano
(bp)

PAX9- Forward 589
Exon 3 5-GTGGGTCAGAGAATTTGGAA-3"

Reverse 5-CACGAAGGATCTGGCTCGT-

3
PAX9- Forward 640
Exon 2 5- CCAGCCTTCGGGGAGGTGAA -3~

Reverse 5'-GACGCTGCACATCCACACG

37
PAX9 Forward 247
Exon4 5-AGGCACCAAATGGTCTCCCAGCTG

T -3” Reverse

5"-GAAGCCGTGACAGAATGACTA -3~
MSX1 Forward 698
Exon 2 5-AAGTTCCGCCAGAAGCAGTA-3"

Reverse

5 -ACATCTGTGTTTTCCCTGCC - 3°

Reaccién en cadena de la polimerasa

La mezcla para las reacciones de PCR se preparon en un
volumen final de 15.0 pl. Para los Exones 2 y 3 de PAX9 y
exén 2 de MSX1 constituido por los componentes: 7.5 pl
DreamTaq DNA polymerase (solucién premezclada que
contiene buffer de reaccién pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM
dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP y 3 pM de MgCly), 1 pl
de DNA, 2 pl de primer Reverse, 2 pul de primer Forward y
2.5 ul de agua libre de nucleasas. Para el ex6n 4 de PAX9
constituido por los componentes: 7.5 pl DreamTaq DNA
polymerase (solucién premezclada que contiene buffer de
reacciéon pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM
dCTP, 400 uM dTTP y 3 uM de MgClL,). 1 ul de DNA, 1 ul
de primer Reverse, 1 pl de primer Forward y 4.5 ul de agua
libre de nucleasas.

Para los exones del gen PAX9, las condiciones para PCR
fueron 95°C por 2min; 35 ciclos a 95°C durante 30seg, las
temperaturas de alineacion a 57.3°C (ex6n 2), 49.7°C (exén
3) y 51.8°C (ex6n 4) por 45 seg. y 72°C por 1 min seguido
de la extension final a 72°C por 5 min. Para el exén del gen
MSX1, las condiciones para PCR fueron 95°C por 2min; 35
ciclos a 95°C durante 30seg, las temperaturas de alineacién a
52.9°C (exo6n 2) por 45 seg. y 72°C por 1 min seguido de la
extension final a 72°C por 5 min.

Electroforesis por medio de gel de agarosa

Los productos amplificados se verdn por electroforesis con
geles de agarosa al 2% utilizando 4 pL. de Bromuro de etidio
como colorante a 100 voltios, durante 60 min
aproximadamente, utilizando un marcador de peso molecular
de 100pb como referencia.

Purificacion de fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando kit
comercial CleanSweep™ PCR Purification de Thermofisher.

Cuantificacion de los productos amplificados

Los amplicones purificados se cuantificaron con el
Fluorémetro Quantus® de Promega mediante el sistema
QuantiFluor® One dsDNA. Adicionalmente, la calidad de
los productos amplificados se ha comprobado con la corrida
de genes constitutivos (Factor V) en geles de agarosa al 2%.

Secuenciacion
Estandarizacion de ciclo secuenciacion

Se realiz6 la ciclosecuenciacién de los fragmentos propios
para los exones 2, 3 y 4 del gen PAX9 y el ex6n 2 para el gen
MSX1 utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing 'y termociclador Arktik Termal Cycler de
Thermo Scientific, bajo las siguientes condiciones: 96°C por
1 min; 25 ciclos a 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg y 60°C
durante 4 min.
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Purificacién de fragmentos

Se purificaron las muestras de los fragmentos 2, 3 y 4 del gen
PAX9 y el ex6n 2 del gen MSX1 para eliminar de los
dideoxinucle-otidos (terminadores) marcados excedentes,
mediante el kit de purificaciéon BigDye® X Terminator™.

Electroforesis capilar

A través del Analizador Genético ABI PRISM 310 mediante
electroforesis capilar se secuenciaron los fragmentos de cada
una de las muestras en sentido F y contrasentido R para los
exones 2, 3 y 4 del gen PAX9 y el ex6n 2 del gen MSX1. El
ABI PRISM 310 es un equipo automatizado de electroforesis
que posee un capilar (61 cm, 50-um didmetro interno) el cual
se rellena con un polimero hidrofilico (POP-6). Los
productos amplificados migran por accién del campo
eléctrico de 12.2 kV a 60 °C a través del capilar en funcién
de su tamafo, y al pasar por la ventana de lectura el laser
excita los fluorocromos unidos a uno de los extremos 5 de
los cebadores (forward o reverse) que emiten una
fluorescencia al ser excitados, y en funcién del maximo de
longitud de onda pueden ser diferenciados.

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas se procesaron en el software
Sequenceing Analysis V.6 de Applied Byosistem y analizaron
en el programa BLAST/BLAT Genomic Sequence de la base
de datos del sitio web https://www.ncbi.nlm.nih.gov para
confirmar la presencia de alguna variante. En los casos en los
que se identificaron variantes no descritas, patogénica o de
significado incierto se confirmaron la presencia/ausencia de
dicha variante en los progenitores con el fin de confirmar su
causalidad y tipo de herencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Secuencias con variantes genéticas, encontradas en el caso
indice (paciente propdsito) para las 6 familias con agenesia
de Yucatan se describen en el Tabla 2.

Tabla 2. Variantes genéticas encontradas en 6 familias con agenesia de
Yucatén

P GEN
PAX9 MSX1
EXON 2 INTRON2 EXON3 EXON 4 EXON 2
1 Alelo silvestre
2 Alelo silvestre Alelo Alelo
mutado silvestre
3 Alelo Alelo Alelo silvestre Alelo
mutado mutado mutado
4 Alelo silvestre Alelo
mutado
5  Alelo silvestre Alelo Alelo silvestre
mutado
6 Alelo Alelo silvestre
mutado

*No reportada en https://www.ncbi.nlm.nih.gov
*P, pacientes 1 hasta el 6.

Se encontraron 9 variantes genéticas, 2 de las cuales no han
sido reportadas en la base de datos de NCBI, como se observa
a continuacion.

En el paciente propésito de la familia #2, se identificé en el
exén 4 del gen PAX9 la variacién genética previamente
descrita que corresponde a una Insercién heterocigoto
2.23695_23696 insT (Fig. 1) y una variante no reportada en
la base de datos NCBI que corresponde a g.23836T>C
(Fig.2) en un paciente que presenta agenesia en el 6rgano
dental 1.2 y microdoncia en el 2.2. El hallazgo de una
variante genética no descrita o de significado incierto,
sugiere una probable mutacién nueva. La genealogia de la
familia analizada sugiere un tipo de herencia autosémico
dominante.
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Figura 2. g. 23836T>C exon 4 del gen PAX9

En el paciente propésito de la familia #3, se identificé en el
ex6n 2 del gen PAX9 la variacién genética previamente
descrita que corresponde a homocigoto g.10621G>C (Fig. 3
a), en el intrén 2 del mismo gen una variante no reportada en
la base de datos NCBI que corresponde a g.13729A>G (Fig.3
b), y en el exén 2 del gen MSX1 una variante g.8485C>T
(Fig.3 ¢); en un paciente que presenta agenesia en el 6rgano
dental 4.5 y lateral en barril (peg shaped). La genealogia de
la familia analizada sugiere un tipo de herencia autosémico
recesivo.

En el paciente propdésito de la familia #4, se identificé en el
ex6n 4 del gen PAX9 la variacién genética previamente
descrita que corresponde a insercién heterocigoto
2.23811_23812insT, en un paciente que presenta agenesia en
el 6rgano dental 3.5 y 4.5, . La genealogia de la familia
analizada-sugiere un tipo de herencia autosémico recesivo.

En el paciente propésito de la familia #5, se identificé en el
ex6n 3 del gen PAX9 la variacién genética previamente
descrita que corresponde a g.13980C>T genotipo
heterocigoto C/T y g.13981G>C genotipo heterocigoto G/C,
en un paciente que presenta agenesia en el 6rgano dental 4.1.
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La genealogia de la familia analizada sugiere un tipo de
herencia autosémico dominante.
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Figura 3. (A) homocigoto g.10621G>C, ex6n 2 del gen PAX9. (B)
2.13729A>G, intrén 2 del gen PAX9. (C) g.8485C>T, exén 2 del gen MSX1

Figura 4. Insercién heterocigoto g.23811_23812insT, exon 4 del gen PAX

Figura 5. g.13980C>T genotipo heterocigoto C/T y g.13981G>C genotipo
heterocigoto G/C, exé6n 3 del gen PAX9

En el paciente propdsito de la familia #6, se identificé en el
exén 2 del gen PAX9 la variacién genética previamente
descrita que corresponde a homocigoto g.10621G>C en un
paciente con agenesia en el 6rgano dental 1.5 y 2.5. La
genealogia e la familia sugiere un tipo de herencia
dominante.

CONCLUSIONES

En este estudio se hallaron 6 familias con agenesia con al
menos 2 miembros afectados, de los cuales 5 familias
presentan hipodoncia (de 1 a 6 ausencias dentales) y solo 1
presentd oligodoncia (mds de 6 dientes ausentes). Tal como
se menciona en la literatura, los dientes con mayor nimero
de ausencias fueron los segundos premolares inferiores e

incisivo lateral superior y con mds prevalencia en mujeres
que hombres. En cada paciente propdsito estudiado se
encontré variaciéon genética de PAX9 que confirma lo
reportado en la literatura como causa de agenesia dental, sin
embargo, la misma reporta que en el exén 2 de PAX9 se ha
encontrado el mayor nimero de variaciones genéticas. En
este estudio el mayor nimero de variantes se hallaron en el
ex6n 4 del gen PAX9, asi como también se encontraron 2
variantes de significado incierto, que sugieren variantes
nuevas, deberdn se corroboradas con los progenitores para
poder ser reportadas. En el exén 2 de MSX1 se ha hallado
hasta ahora 1 variante genética que describe la ausencia de
un segundo premolar inferior y coincide con el reporte de la
literatura para variantes de dicho gen, este estudio pretende
continuar hallando variantes en genes MSX1 para completar
los resultados, de tal manera que puedan ser comparables con
otras poblaciones a nivel mundial, ya que con los resultados
hasta ahora obtenidos del gen PAX9 notamos diferencia con
los hallazgos en poblaciones europeas.
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Figura 6 g.10621G>C en el ex6n 2 del gen PAX9
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