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RESUMEN

Mutaciones en los genes que partici-
pan en el desarrollo del esmalte den-
tal, como amelogenina (AMEL) y
enamelina ( ENAM) entre otras, causan
amelogénesis imperfecta ( Al). OBJE-
TIVO: establecer las mutaciones pre-
sentes en el gen AMEL y el modo de
herencia en una familia colombiana con
Al. MATERIALES Y METODOS: se reali-
z6 un pedigree de la familia, evaluacion
clinica y extraccion del ADN de sangre
periférica a los individuos participantes.
La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), fue usada para amplificar los 7
exones del gen AMEL en el brazo corto
del cromosoma X y andlisis de SSCP
fueron realizados en los exones 5y 6.
Electroféresis en gel de poliacrilamida
al 6% no denaturantes fueron hechas.
Para confirmar ausencia o presencia de
mutaciones se hizo secuenciamiento de
los productos de PCR de los 7 exones.
RESULTADOS: el andlisis del pedigree

mostré un mecanismo de herencia liga-
do a Xy el fenotipo dental observado en
los probandos, correspondio a un defec-
to de tipo hipoplasico. No se identifica-
ron mutaciones en los siete exones del
gen amelogenina. CONCLUSION: esta
condicién tiene gran heterogeneidad
genética y posiblemente el fenotipo en-
contrado esté mas relacionado con mu-
taciones en otros genes concernientes
a la formacioén del esmalte.
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MUTATIONAL ANALYSIS IN A FAMILY
WITH AMELOGENESIS IMPERFECTA

Mutations of the genes which participate
in the enamel development such as
amelogenine (AMEL) and enameline
(ENAM) among others cause Ameloge-

Berrocal MC, Cavender A, Jaramillo L, Gutiérrez S, Bricefio |, Melo M, D'Souza R.

nesis Imperfecta (A.l). OBJECTIVES:
Establish the mutations present in the
AMEL gene and the means of inheritage
in a Colombian family with A.l.
MATERIALS AND METHODS: family
pedigree, clinical evaluation and peripheric
DNA genomic blood extraction was
performed to each of the participating
individuals. PCR was used to amplify the
7 exons of the amelogenine gene in the
short arm of the X chromosome. SSCP
analysis was carried outin the 5 and 6
exons. Gel electrophoresis with non
denaturalizing 6% polyacrilamida were
carried out to confirm the presence or
absence of mutations in the AMEL gene,
after which the sequencing of the 7 exon
PCR products was performed. RESULTS:
the pedigree analysis showed an X
heritage linked mechanism. The dental
phenotype observed in the proband corres-
ponded to a hypoplastic type defect. There
were no identified mutations at a molecular
level in the 7 exons of the amelogenine
gene. CONCLUSION: this condition has
great genetic heterogeneticity and possibly
the phenotype found is more related with
mutations in other genes linked to the
formation of the dental enamel.
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INTRODUCCION

Dentro de las principales proteinas de
la matriz organica del esmalte se en-
cuentran la amelogenina, la enamelina,
la ameloblastina y la tuftelina, las cua-
les participan en la formacién del es-
malte dental*. Estas proteinas son
secretadas por los ameloblastos y jue-
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gan un papel importante en la iniciacién
y crecimiento de los cristales del esmal-
te, es decir, el aumento gradual en su
contenido mineral, lo cual es un proce-
so altamente controlado. La matriz or-
ganica del esmalte actia en la
modulacién y crecimiento de este dep6-
sito mineral, pero las funciones especi-
ficas de cada una de las proteinas de la
matriz en este proceso aln es incierto.
Estudios han demostrado que mutacio-
nes en los genes que codifican para
estas proteinas causan la amelogénesis
imperfecta (Al) una condicion clinica y
genética que afecta el desarrollo del es-
malte dental en ausencia de un compro-
miso sistémico?. El tipo de defecto en
el esmalte, puede ser de cantidad, es-
tructura y/o composicion. Actualmente
la clasificacién de estos desérdenes se
basa en el aspecto clinico y el patron
de herencia. Segun el aspecto clinico
14 subtipos distintos han sido conside-
rados, los cuales abarcan desde el es-
pesor reducido del esmalte, hipoplasia,
pasando por el decrecimiento de su
mineralizacion, hipomineralizacion has-
ta los subtipos de hipomaduracion, e
hipocalcificacién, y con base en el pa-
tron de herencia, se han clasificado en
autosé6mico dominante, autosémico
recesivo y ligado a X8

Los tipos de Al estudiados hasta el
momento de acuerdo a su forma de
herencia y su nimero de identificacion
se encuentran en la base de datos
OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man). Tabla 1%

La severidad de estos defectos del
esmalte varia significativamente entre
individuos en la misma familia, como
también entre diferentes familias®. Se
ha encontrado que tanto el fenotipo
hipoplasico como el hipocalcificado
pueden coexistir. La amelogenina que
es la proteina méas abundante en la
matriz organica del esmalte, constitu-
ye cerca del 96% de ésta, aunque las
funciones exactas de la amelogenina
no han sido totalmente establecidas, es

Tabla 1

Fenotipo Gen OMIM
Amelogénesis imperfecta 1,
ligada a X; AIH1 AMELX Xp22.3-p22.1 301200
Amelogénesis imperfecta 2, 4q11-21 104500
Autosémica dominante; AlH2 ENAM

X g22-g28 301201
Amelogénesis imperfecta 3, AMELX 301201
ligada a X; AIH3 X gq22-928

Tipos de amelogénesis, encontrados en la base de OMIM. La AIH1 o amelogénesis imperfecta
ligada a X se denomina asi, porque el gen causante de la enfermedad se encuentra localizado en
el cromosoma X, mientras que, la AIH2 toma su nombre porque el gen que causa la afeccion, la
enamelina se encuentra localizado en el cromosoma 4. La AIH3 esté ligada a una variante que se
encuentra localizada en el mismo cromosoma X como la AIH1 pero en el brazo largo.

critico su papel en el desarrollo del es-
malte, lo cual ha sido verificado por la
asociacion de los defectos de esmal-
te con mutaciones en el gen que codi-
fica para esta proteina (AMEL) en
humanos®. El gen AMEL consta de sie-
te exones y se encuentra localizado en
el cromosoma X, region p21-p22. Has-
ta ahora se han encontrado 13 muta-
ciones reportadas en este gen las
cuales van desde deleciones de 5KB
hasta de una sola base y mutaciones
nonsense que crean un corrimiento del
marco de lectura e introduccion de un
codon stop, lo que resulta en cambios
patolégicos severos en la mineralizacion
y maduracion del esmalte. La
amelogénesis imperfecta ligada a X es
un defecto hereditario en el esmalte, y
solo el 5% de las familias afectadas con
Al muestran este patron, caracterizado
por su variabilidad fenotipica los pacien-
tes presentan defectos hipoplasicos, en
el esmalte como fosas y ranuras y/o
defectos en el contenido mineral como
hipomaduracién” 8. Un interesante fac-
tor en la Al ligada a X es la expresion
variable que presenta tanto en dientes
temporales como en permanentes.
Como es un rasgo ligado a X los hom-

bres afectados no pueden pasar su con-
dicién a sus hijos, pero es transmitida a
toda la generacion femenina. El fenotipo
depende altamente del sexo de la perso-
na afectada. Las mujeres generalmente
presentan ranuras verticales en el esmal-
te atribuidas a grupos de ameloblastos
funcionando alternadamente bajo el con-
trol del gen amelogenina normal o
mutante, un fenémeno Ilamado
lionizacion® °.

La identificacion de los genes res-
ponsables para las formas de Al ligada
a X y autosémica dominante han contri-
buido al mayor entendimiento de la
patogénesis de la enfermedad; sin em-
bargo, dadas las diversas manifestacio-
nes clinicas, es importante encontrar la
relaciéon que puede existir entre el
genotipo y fenotipo en esta entidad, lo
cual nos pueden conducir a profundizar
en el proceso que dirige el desarrollo
anormal del esmalte dental. Por tanto,
el propésito de esta investigacion fue
estudiar las mutaciones presentes en el
gen AMEL, modo de herencia y fenotipo
en una familia con amelogénesis imper-
fecta, mediante el uso de técnicas de
genética molecular.

ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN AMEL EN UNA FAMILIA CON AMELOGENESIS IMPERFECTA
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion y muestra

La poblacién estuvo conformada por una
familia que presentaba amelogénesis
imperfecta, residente en Bogota D. C. y
procedente de Mongui, Boyacda. Dicho
grupo familiar estaba compuesto por 33
individuos de cuatro generaciones de los
cuales 13 presentaban la anomalia. Se
tomaron como muestra los individuos
7, IV6 y IV7, ademas de un individuo
sano control. El arbol genealégico fue
construido utilizando el programa Cyrillic
2.1. Previa firma del consentimiento in-
formado por parte de los individuos par-
ticipantes se les tomaron 10 ml de
sangre periférica por venopuncion, y pos-
teriormente se les realizd la extraccion
del DNA gendmico de leucocitos me-
diante el kit Wizard Genomic Purification
System (Promega).

Amplificacién por PCR

Una vez extraido el DNA se llev a cabo
la amplificacién de los siete exones del
gen de la amelogenina localizado en el
brazo corto del cromosoma X, utilizan-
do los primers disefiados mediante el
programa Gene Fisher Program (Primers
Profile-Data Shett) Tabla 2. Para la re-
accion en cadena de la polimerasa
(PCR) se us6 como templete 1 ug de
DNA gendémico, 1 unit /ul de Amplitaq
(Perkin Elmer) en buffer 11 10X, 100 mM
de cada primer,100 mM de cada uno
de los dideoxi, 25 mM de cloruro de
magnesio (Gene Applied Biosystem) en
un volumen de 25 ul, bajo las siguien-
tes condiciones: una denaturacion ini-
cial a 94°C por 15 min, seguida por una
denaturacién de 94°C por 1 minuto,
anillamiento a 60°C por 2 minutos y
72°C por 2 min durante 30 ciclos, se-
guido por una extension final a 72°C por
7 min. La amplificacion de los exones
4, 5y 6 fue realizada por la técnica
Nested PCR con el fin de evitar la am-
plificacion de la region homéloga del
cromosoma Y. La verificacién de los

Tabla 2
Primers disefiados mediante el programa Gene Fisher Program
(Primers Profile-Data Shett) para amplificacion con PCR de los siete
exones del gen amelogenina.

Exoén Secuencia (5’ — 3)
Ex6n 1 F GCCTTATGTCTGATCATAGC
R CTGTGAAATGTGGCCAA
Ex6n 2 FAAACAATGGCTCCATCCTTC
R CCTTTCAAGGGTCCCTTCCA
Ex6n 3 FTGGGATGCTGTCCAAAGATC
R TAAACTGGGAAGCTGGTGGT
Ex6n 4+5 F F ACAGCTGGTTGGAGTCACCTGAGCCAAT
R TCGACTACCTTTGTAGCCTGGTTCAG
Ex6n 4+5 N F ACACAGTGCCTGTCACACAGGAAGCA
R CGGCCTGCAGGGAATAAGGAACAAAATGTC
Exén 6 F F ACAGCTGGTTGGAGTCACCTGAGCC
R TCGACTACCTTTTGTAGCCTGTTCAG
Exén 6 N F TTCTCTGGTTGGAGTCACCTGAGCCAA
R GCACCATTTTCACAGGATTTGCATTG
Ex6n 7 F ACGGGAAATCTCTTCAAAAA

R TTCCCCTCTCATCTTCTGAT

productos de PCR se hizo por electrofé-
resis en gel de agarasa al 1,5%

Andlisis SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism)

Previos estudios reportan tres mutacio-
nes puntuales mediante el analisis
SSCP de los exones 5y 6 del gen de
la amelogenina®. Los productos de PCR
del exon 6 del gen AMEL (539 pb) fue-
ron reducidos de tamafio usando la en-
zima de restriccion Alu I, (debido a la
sensibilidad de la técnica se debe utili-
zar un producto maximo de 300 pb ya
que ésta soélo detecta el 30% de las
mutaciones), antes de realizar la
electroféresis, en gel de poliacrilamida
al 6% no denaturante, con los produc-
tos de PCR de los exones 5y 6. Una
cantidad de 2 ml de producto de PCR
se adicionaron a 8 ml de Buffer SSCP.
Las muestras fueron previamente
denaturadas a 94°C por 5 min y enfria-
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das en hielo inmediatamente. Posterior-
mente éstas fueron cargadas en cada
uno de los pozos del gel en una canti-
dad de 5 ml y fueron corridas por 5 ho-
ras a 4°C. Luego el gel fue tefiido segun
el protocolo del sistema de tincién con
plata de BioRad Biosystems y fue se-
cado al vacio, para posteriormente ser
analizado.

SECUENCIAMIENTO

Para confirmar la ausencia o presencia
de mutaciones en el gen AMEL, se rea-
lizé el secuenciamiento directo de los
productos de PCR de los 7 exones pre-
via purificacion con ExoSAP-IT (USB
Corporation), segln las instrucciones
del fabricante, utilizando secuenciador
ABI PRISM 3100 sequencer, (Applied
Biosystems Inc). Luego las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante
el sequencer Software version 3.2. del
mismo equipo. (La secuencia comple-
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ta del gen amelogenina utilizada en
este estudio se encuentra en el Gen
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genebank/ No. de acceso AY040206).

RESULTADOS

El pedigree mostré un patron de heren-
cia ligado a X (figura 1). En esta familia
conformada por 33 miembros, 6 esta-
ban afectados por amelogénesis imper-
fecta. El fenotipo dental observado en
los probandos individuos I11-8, 1V6 y
IV7, corresponde a un defecto de tipo
hipoplasico en el que se observan ban-
das amarillo-café, con un aspecto brillante
y ligeras lineas verticales (figura 2). En
el segmento posterior a nivel del tercio
oclusal de todos los dientes, se obser-
van bandas de color blanco tiza. En el
paciente Il 7 el tamafio y la morfologia
de los dientes observada son norma-
les. En la figura 3 se muestra la verifi-
cacién de la amplificacién de cada exén
de los individuos estudiados. No se
identificaron mutaciones en los siete
exones del gen amelogenina en ningu-
no de los pacientes estudiados. Estos
exones fueron analizados mediante las
técnicas de SSCP (figura 4) y
secuenciamiento. El andlisis de los
electroesferogramas muestra que co-
rresponden a la secuencia normal del
gen amelogenina.

DISCUSION

El énfasis de la mayoria de los estu-
dios que se han realizado en Al ha sido
identificar las mutaciones responsables
gue dan lugar a un fenotipo en particu-
lar, esto requiere entre otros, la
secuenciacién de un gen hasta que una
mutacién pueda ser identificada y ca-
racterizada. Varios estudios realizados
en familias con mutaciones en el gen
amelogenina presentan un fenotipo ya
sea hipoplasico o hipomineralizado:.
El analisis del pedigree en el presente
estudio, muestra un mecanismo de he-
rencia ligada a X. Sin embargo, los ana-
lisis moleculares realizados, no
muestran mutaciones en ninguno de los
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Figura 1. Arbol genealdgico de la familia, el cual sugiere una herencia ligada a X. Los individuos
afectados se presentan en color negro y los individuos sanos en color blanco.

Figura 2. Paciente afectado, que muestra
bandas claras y oscuras de color amarillo, ver-
ticales, los dientes posteriores se presentan
menos afectados con manchas mas blanque-
cinas.

siete exones estudiados. Estos resulta-
dos confirman una vez mas que la
amelogénesis imperfecta (Al) es un gru-
po diverso de condiciones clinicas y
genéticas que afectan el desarrollo del
esmalte dental*?y que dada la gran di-
versidad de manifestaciones clinicas y
mutaciones a nivel del ADN se conside-
ra una condicién con una gran heteroge-
neidad genética. Recientes resultados

L L S —

L R

o el el g e

Figura 4. SSCP del exon 6.

de varios estudios, muestran como es-
tas variaciones en el fenotipo se pre-
sentan entre diferentes miembros de una
misma familia e inclusive entre cada
diente en el mismo individuo.

En un reciente estudio Wrigth et al.,
2003*3, hacen una correlacién de
genotipo-fenotipo en amelogénesis im-
perfecta, y describen diferentes
fenotipos relacionados con diferentes
mutaciones del gen AMEL, estos
fenotipos varian considerablemente en
sus factores primarios y severidad,

Figura 3. Fotografia de los productos de PCR del exén del gen AMEL. La linea 1 corresponde al
individuo 111-8. La linea 2, individuo IV-6 y la linea 3, al individuo IV-7. Las lineas 4 y 5 a los
individuos control. La linea 6 al marcador de peso molecular.
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posiblemente debido a que los hombres
afectados expresan sdélo un alelo
mutante mientras las mujeres muestran
un patrén de mosaicismo por inactivacion
del cromosoma X (lionizacion). Los
fenotipos entre hombres y mujeres va-
rian marcadamente en apariencia. Las
mujeres heterocigotas se muestran me-
nos afectadas que los hombres, ellas
exhiben bandas verticales alternadas de
esmalte normal y anormal. En los hom-
bres se encuentra un esmalte duro,
glaseado con superficie lisa pero tan
delgado que su superficie varia entre
blanco amarillento a amarillo. En este
estudio el fenotipo encontrado se pre-
senta menos severo en los dientes pos-
teriores. En contraste en los dientes
anteriores se presentan bandas de co-
lor amarillo mas marcadas, intercala-
das con otras de color mucho més claro
o de aspecto normal, coincidiendo con
el efecto de lionizacion®°. Aunque den-
tro de los fenotipos relacionados con
mutaciones en el gen de la amelogenina,
como se dijo anteriormente, se encuen-
tra el hipoplasico, ha sido reportado
también que diferentes mutaciones en
el gen de la enamelina producen
amelogénesis de este tipo>?*°, lo que
cataloga a la amelogénesis imperfecta
como una entidad genética compleja e
indica claramente la necesidad de in-
vestigar su etiologia a nivel molecular
y la relacion entre el fenotipo Al y mu-
taciones en los genes involucrados con
la formacion del esmalte.

Sin embargo, la demarcacion entre
fenotipos no siempre es exacta, exis-
ten algunos entrecruzamientos entre
los tipos de defectos hipopléasico,
hipomadurativo e hipomineralizado. El
fenotipo descrito para los hombres de
diferentes familias estudiadas es prin-
cipalmente un tipo hipomineralizado/
hipomadurativo con varios grados de
hipoplasia. La presencia de un fenotipo
hipoplasico ligeramente entremezcla-
do con un fenotipo hipocalcificado, en
el presente estudio, soporta y confir-
ma los estudios de la importancia de

la amelogenina en el desarrollo de un
espesor normal del esmalte’®. Sin em-
bargo, el hecho de no haber encontra-
do en este estudio algunas de las
mutaciones reportadas en los 7 exones
del gen amelogenina, sugiere que la
causa posible de este fenotipo
hipoplasico encontrado en esta familia
puede ser debido a mutaciones en las
secuencias intrénicas del gen AMEL,
sus regiones promotoras o la sefial
peptidica, ya que de acuerdo a los ulti-
mos reportes, mutaciones intrénicas en
este gen, estan involucradas con los
sitios en donde se lleva a cabo el
splicing o maduracion del RNA mensa-
jero y posterior sintesis de la proteina,
es decir, estos sitios podrian participar
en el proceso.

La obtencion de més individuos
afectados de la familia y no afectados
como controles permitiran llevar a cabo
una genotipificaciéon con otros marca-
dores en el cromosoma X, mediante lo
cual se podria determinar si esta con-
dicién esta asociada definitivamente a
este cromosoma o0 ho. Se recomienda
adicionalmente hacer un analisis de
ligamiento para otros genes tales como
los genes que codifican para la
ameloblastina, enamelina o tuftelina. La
elucidacion de la correlacion fenotipo-
genotipo de la AF permitira un mayor
acercamiento al diagndstico y futuro tra-
tamiento de esta patologia que cada vez
es mas frecuente en la poblacion.
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