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Resumen

Antecedentes: Existe poco conocimiento sobre la relacion que existe entre la mutacion
de los genes MSX1 y AXIN2 con la presencia de Fisura labio palatina no sindrémica
(FLPNS) y la asociacion con las anomalias dentales. Objetivo: Identificar la
presencia de mutaciones de AXIN2 y MSX1 asociadas a anomalias dentales en
pacientes con FLPNS. Método: Estudio observacional analitico exploratorio. La
poblacion de referencia estuvo conformada por 18 familias (Trios: madre, padre y
probando) de la ciudad de Bogota. El rango de edad de los probandos fue de 6
a 17 afios, con diagnostico de FLPNS y anomalias dentales. Se realizd la
evaluacion clinica y se analizaron las radiografias panoramicas para identificar las
anomalias dentales. Las mutaciones de los genes AXIN2 y MSX1 fueron
identificadas a partir de muestras de saliva y genotipificacion. Se aplico el coeficiente
phi y la prueba chi cuadrado para el andlisis estadistico. Resultados: AXIN2
demostré ser el gen que presenta mayor asociacion con la FLPNS y anomalias
dentales. Se demostré la segregacion del gen AXIN2 de madres a sus hijos con
FLPNS (p=0.004**). EI gen MSX1 demostro relacion con la presencia de anomalias
dentales (agenesia y microdoncia). Las anomalias
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dentales mas frecuentes en individuos con FLPNS fueron agenesia y microdoncia.
Conclusiones: Los individuos con FLPNS presentan la mutacion del gen AXIN2
transmitida del padre o la madre, siendo mas frecuente por parte de la madre para el
riesgo de FLPNS y anomalias dentales.

Palabras clave: Fisura labiopalatina no sindrémica, anomalias dentales, MSX1, AXIN2.
Abstract

Background: Non-syndromic cleft lip and palate (NSCLP) is considered a congenital
structural anomaly of complex etiology. The history of inheritance type and genes
related to dental anomalies and NSCLP, interfere with normal craniofacial development.
Aim: To identify the presence of AXIN2 and MSX1 mutations associated with dental
anomalies in patients with NSCLP. Method: Exploratory analytical observational study.
The population of reference was conformed by 18 families (Trios: mother, father and
probands) of Bogota (Colombia). The age range of the probands was 6 to 17 years, with
diagnosis of FLPNS and dental anomalies. The clinical evaluation was performed and
panoramic radiographs were analyzed to identify dental anomalies. Mutations of the
AXIN2 and MSX1 genes were identified from saliva and genotyping samples. The phi
coefficient and the chi-square test were applied for the statistical analysis. Results:
AXIN2 proved to be the gene with the greatest association with NSCLP. The most
frequent dental anomalies in individuals with NSCLP were agenesis and microdontia.
The MSX1 gene demonstrated association with the presence of dental anomalies
(agenesis and microdontia). Segregation of the AXIN2 gene from mothers to their
offspring with NSCLP (p = 0.004 **) was demonstrated. No association was found
between the mutation of the AXIN2 gene and the presence of dental anomalies in
children with NSCLP. Conclusions: The presence of the mutation in the AXIN2 gene
was frequent in individuals with NSCLP and in individuals with agenesis and
microdontia.
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Introduccién

La fisura labio palatina no sindromica (FLPNS) se considera una anomalia estructural
congeénita, de etiologia compleja que afecta el labio y/o paladar. La formacion e inicio de
las fisuras labio palatinas, parten desde el periodo embrionario, momento en el cual los
procesos faciales estan en desarrollo, para formar la cara y el paladar. la ausencia de la
fusidon de las prominencias faciales anteriores, conduce a labio fisurado, mientras que la
ausencia de la fusion de los procesos palatinos conduce a paladar fisurado.(1) La fisura
labio palatina puede ocurrir como malformacion no sindromica, representando
aproximadamente el 70% de casos. La FLP sindrémica corresponde al 30% de los
casos.(2) La FLPNS se presenta aproximadamente en 1:1000 nacidos vivos en el
mundo, siendo mas comun en los asiaticos y nativos americanos, mientras que en la
poblacién africana la frecuencia es menor.(3) Estudios realizados en los Ultimos afios
en Colombia, demuestran que las malformaciones congénitas representan un problema
de salud publica. La prevalencia del FLPNS en Colombia es de 0,07 % (1:700 nacidos
Vivos), mientras que el reporte de éstos eventos se da en menor proporcion si se hace
referencia a FL o FP de manera independiente. ; estas cifras dependen de la zona
geografica y el estrato socioeconémico de la poblacion.(4,5) EIl diagnéstico de labio
fisurado es encontrado mas comunmente en hombres, mientras que el paladar fisurado
se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres. Los hombres con FLPNS tienden a
presentar fisuras mas severas que las mujeres.(6) La mayor parte de los casos de
FLPNS son unilaterales (80-85%), con un 33% de predominio en el lado izquierdo.(2)

La FLPNS es etiologicamente heterogénea, lo cual tiene implicaciones importantes para
la comprension de la biologia del desarrollo facial, ya que estas determinan como los
riesgos ambientales, interactian con factores genéticos y étnicos y como las variables
etiolégicas pueden ser intervenidas para mejorar la atencién clinica.(7) Como parte de
los factores ambientales que pueden afectar seriamente el desarrollo del feto se
encuentran: edad de la madre, uso de medicamentos, como agentes antiepilépticos o
corticosteroides, habitos relacionados con el tabaquismo y el consumo de alcohol
durante el embarazo. Las enfermedades maternas pueden elevar el riesgo de presentar
FLPNS y los problemas nutricionales/metabdlicos pueden encontrarse relacionados.(6)

Las investigaciones que han sido realizadas para entender el comportamiento de la
herencia de la FLPNS se iniciaron formalmente en 1942, por Paul Fogh Andersen,
quien propuso un modo de herencia autosomico dominante con baja penetrancia.
Aunque el modo de herencia aun no esta claramente determinado, en la actualidad, el
modelo mas aceptado es el de oligogenes mayores que interactuarian entre si. (8)



La FLPNS se genera como consecuencia de alteraciones que afectan el proceso
normal de la embriogénesis, el cual abarca aproximadamente 250 genes que
codificaran multiples factores de crecimiento, transcripcion, moléculas de sefializacion y
proteinas que estan a cargo de coordinar las actividades celulares, asi mismo,
determinan la forma, la posicion y el nimero de dientes, ademas de alteraciones como
la FLPNS.(9) Entre los genes candidatos para el desarrollo de la FLPNS se encuentran:
TGFA, BCI3, DLX2, AXIN2, MSX1l y TGFB3.(6) Los factores genéticos incluyen
variantes de mutaciones en los genes heredados de la madre o el padre que pueden
ser directamente responsables de la causa de la FLPNS, o confieren a una
susceptibilidad o mayor riesgo. La causa de la FLPNS parece seguir un complejo modo
multifactorial de la herencia.(6, 10) Gutiérrez y Otero en 2006, han sugerido que existe
una etiologia genética comun para la fisura labio palatina y las anomalias dentales.(11)

En FLPNS es frecuente encontrar anomalias dentales, las cuales, son malformaciones
congénitas de los tejidos del diente que se generan por deficiencia o exceso en el
desarrollo de los tejidos que tienen origen durante la odontogénesis. Estas anomalias,
pueden estar presentes en la zona de la hendidura o adyacente a esta.(12) Existen
diferentes tipos de anomalias, respecto a numero, tamafio, forma, estructuray color de
los dientes.(13) Se puede comprometer la denticion temporal, la permanente o las dos,
de acuerdo a la etapa en la que ocurran dichas alteraciones.(14)

La agenesia, es la anomalia dental mas comudn y es el término empleado para describir
el fendmeno de ausencia congénita de dientes. Con mayor frecuencia, los dientes que
presentan agenesia en el hombre, son en su orden: los terceros molares, el lateral
superior y los segundos premolares inferiores.(15) La hipodoncia se caracteriza por la
falta de formacion de uno o hasta 5 dientes de la denticiéon primaria y/o permanente, se
presenta por alteracion o interrupcion en las fases iniciales de la formacion del germen
dentario.(1) Las hipodoncias se encuentran con mayor frecuencia en pacientes con
fisura labio palatina bilateral, presentando en su mayoria ausencia de uno o mas
dientes. (16) Aun no se ha establecido con claridad el patron de herencia de la
agenesia dental familiar, sin embargo, las investigaciones realizadas al respecto
sugieren un patron de herencia autosémico dominante, autosémico recesivo o ligado al
cromosoma X.(15, 17)

De acuerdo al componente genético AXIN2, MSX1 y PAX9 se encuentran relacionados
con la agenesia y el desarrollo de los dientes en general. Las mutaciones de estos
genes estan relacionadas con hipodoncia y oligodoncia no sindromica (18) y pueden
causar diferentes anomalias dentales en los humanos (19). El gen MSX1 causante de
la FLPNS hace parte del grupo de genes homedticos, y funciona como un supresor
transcripcional, durante todo el proceso de embriogénesis por medio de mudltiples
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interacciones con estructuras del complejo de transcripcion y promueve el crecimiento e
inhibe la diferenciacion. Una interrupcion de crecimiento por mutaciones en este gen
podria causar la FLP.(20) El gen AXIN2 es un regulador negativo de la via WNT debido
a su papel en la degradacion de la Beta-catenina regulando el desarrollo embrionario y
la organogénesis. Las mutaciones de AXIN2 se han asociado con anomalias dentales y
labio y paladar fisurado.(18,20,21). Los estudios e investigaciones indican que los
antecedentes de tipo de herencia y los genes relacionados con las anomalias dentales
y FLPNS, interfieren con el desarrollo craneofacial normal.(22,23) Los factores
genéticos en las fisuras orofaciales se han establecido, a través de los analisis de
segregacion, asociacion y ligamiento, asi como también en los estudios de gemelos.
Este conocimiento permite un examen genético y asesoria a los futuros padres, para
generar una adecuada prevencién, tratamiento y prondstico de los individuos con estas
condiciones.(12, 24)

Una clara comprensién del vinculo genético entre fisuras orales y anomalias dentales
pueden representar una guia para determinar en individuos afectados, si éstas son
causadas por mecanismos genéticos o si estas anomalias se desarrollan por la falta de
tejido en la zona de la fisura 0 como consecuencia de las reparaciones quirdrgicas.(12)
Por esta razon, aunque la literatura es limitada y existe poco conocimiento sobre el
tema, se plantea la pertinencia de realizar estudios que permitan determinar la
asociacion entre las anomalias dentales con FLPNS y su relacion con la mutacion de
los genes MSX1 y AXIN2.

El objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de mutaciones de AXIN2 y
MSX1 asociadas a anomalias dentales en pacientes con FLPNS.

Método

Se realizé un estudio observacional analitico exploratorio, para identificar la presencia
de mutaciones del gen AXIN2 en padres y probandos y del gen MSX1 en probandos,
asociadas a anomalias dentales en pacientes con FLPNS. La poblacién de referencia,
estuvo conformada por familias (Trios: madre, padre y probando) de la ciudad de
Bogotéa. Los probandos se encontraban en un rango de edad de 6 a 17 afos. El tamafio
de la muestra fue de 11 nifios, 7 nifias, 18 madres biolégicas y 18 padres bioldgicos.
Los criterios de inclusién para los probandos fueron: diagnéstico confirmado de FLPNS
y anomalias dentales. Los criterios de exclusion, correspondieron a pacientes con
antecedentes sistémicos, otros sindromes craneofaciales, historia de exodoncias de
dientes permanentes diferentes a terceros molares. Para la seleccion de la muestra se
empled una técnica no probabilistica intencional.



Los pacientes incluidos en la investigacion, pertenecian a la consulta privada de uno de
los investigadores principales del estudio y a pacientes vinculados al programa de FLP
de la Universidad Nacional y de la Pontificia Universidad Javeriana con sedes en
Bogota. Se realizd analisis de las radiografias panoramicas, sobre un negatoscopio de
luz fluorescente con una camara Canon® EOS Rebel T3, ISO 100 y un Macro Ring
Lite MR-14EX. Una vez tomadas las fotografias, se trasladaron al computador y se
observaron cémo imagen JPG. Se analizaron las radiografias describiendo las
anomalias dentales encontradas en los probandos.

El ADN fue extraido a partir de las muestras de saliva de los probandos y de sus dos
padres biologicos y fueron recolectadas en kits de Oragene®. Se obtuvieron los
productos de PCR y se enviaron al laboratorio MCLAB® en San Francisco (Estados
Unidos), para la identificacion del SNPrs2240308 en el gen AXIN2 dentro de la region
cromosomica 17923-g24, y los SNPS rs6446693 y rs6546694 en el gen MSX1 dentro
de la region cromosémica 4p16.2.

El analisis de la informacion genética relacionada con AXIN2 y MSX1 en las familias y
su relacion con las anomalias dentales presentes, fue realizado mediante el uso del
paquete IBM SPSS version 24. En primer lugar, se realizaron los analisis descriptivos
para cada una de las variables del estudio, por medio de distribucion de frecuencias.
Para la variable edad se calculé la media y desviacién estandar.

Para dar respuesta a los objetivos de investigacion se aplicé el coeficiente phi, cuando
se buscé asociar variables con dos categorias y el coeficiente de contingencia para
relacionar variables cualitativas en el caso en que al menos una presenta mas de dos
categorias. La prueba de significancia de la relacion se realiz6 mediante la prueba
estadistica chi cuadrado.

Resultados

Los probandos se encontraban en un rango de edad de 6 a 17 afios, con diagnéstico de
FLPNS y anomalias dentales. El promedio de edad de los probandos fue de 10.7 afios,
con una desviacion de 3.28 afos.

En relacion a las anomalias dentales, los 18 probandos presentaban algun tipo de
anomalia dental, siendo las mas frecuentes microdoncia de incisivos laterales y
agenesia de los incisivos laterales y premolares. De esta forma, el 33.3% de los
probandos presentaron microdoncia, el 38.8% de los probandos presentaban agenesia,
el 22.2% de los probandos presentaban las dos condiciones; es decir el 94.3% de los



probandos presentaron alguna forma de agenesia y el 5.55% de los probandos no
presentaba ninguna de las 2 anomalias dentales. (Ver tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de probandos con formas de agenesia.

Anomalia dental Probandos
Hipodoncia 7 (38.8%)
Microdoncia 6 (33.3%)
Hipodoncia / Microdoncia 4 (22.2%)
Total de probandos con forma de agenesia 94.3%

De los 18 probandos, el 50% presentaban la mutacion del gen AXINZ2, el 66.6% de los
probandos presentaban la mutacion del gen MSX1, el 27.7% de los probandos
presentaban ambas mutaciones en los dos genes AXIN2 y MSX1 y solo el 11.1% de los
probandos no presentaron las mutaciones.

Se encontré que el 45.4% de los individuos con FLPNS que presentaban agenesia
dental, presentaban la mutacion del gen AXIN2 y el 40% de los individuos con FLPNS y
microdoncia presentaban mutacién del gen AXIN2.

El 66.6% de los individuos con FLPNS que presentaban agenesia dental presentaban la
mutacion del gen MSX1 y el 50% de los individuos con FLPNS y microdoncia
presentaban la mutacion del gen MSX1.

El 50% de los individuos presentaban la mutacion del gen AXIN2, de los cuales el
55.5%, con sus respectivas madres presentaban la mutacion de este gen, el 33.3% de
los probandos presentaban la mutacion del gen AXIN2 de forma simultanea con sus
dos padres bioldgicos y solo el 11.1% de los individuos presentaron la mutacién del gen
AXIN2 cuando su padre también la presentaba.

Se encontré asociacion estadisticamente significativa entre la mutacion del gen AXIN2
trasmitida de la madre a su hijo (p=0.004**) y entre la presencia de mutaciones en
ambos genes AXIN2 y MSX1 trasmitida de la madre a sus hijos (p=0.026%*), (Ver tabla
2).




Tabla 2. Resultados asociacion de AXIN2 y MSX1 con anomalias dentales en

familias y en probandos

PROBANDO | MUTACION EN LA MUTACION EN EL FENOTIPO FENOTIPO
CON LA MADRE DEL GEN PADRE AGENESIA DE LOS MICRODONCIA DE
MUTACION AXIN2 DEL GEN AXIN2 PROBANDO LOS PROBANDO
Asociacion Significancia Asociacion Significancia Asociacion Significancia Asociacion Significancia
AXIN2 B71%* ,004 114 629 -,014 629 -,224 1343
MSX1 -,395 ,094 ,081 732 161 494 -,158 502
AXIN2 / ,583 ,026 ,269 ,255 -,014 ,952 -,194 ,410
MSX1
*Significancia y asociacion

Aungue en la poblacién analizada en el presente estudio, la mayoria de individuos con
FLPNS y agenesia presentaron mutaciones en AXIN2 y MSX1, la asociacion de estos
genes en los individuos con FLPNS no fue estadisticamente significativa. (Ver tabla 3).

Tabla 3. Resultados asociacion de AXIN2 y MSX1 con el tipo de anomalias
dentales presentes en los probandos

MUTACION Agenesia Supernumerario Rotacién Microdoncia Transposicion
Asociacion Significancia Asociacion Significancia Asociacion Significancia Asociacion Significancia Asociacion Significancia
AXIN2 -0,114 0,629 -0,354 0,134 -0,224 0,343 -0,224 0,343 0,124 0,599
MSX1 0,161 0,494 -0,125 0,596 0,158 0,502 -0,158 0,502 -0,351 0,137
AXIN2 / -0,014 0,952 -0,219 0,352 -0,055 0,814 -0,194 0,410 -0,385 0,103
MSX1

Discusion




En el presente estudio se encontré que las anomalias dentales mas frecuentes en
individuos con FLPNS fueron microdoncia de incisivos laterales y agenesia de los
incisivos laterales y premolares. El 94.3% de los individuos presenté alguna forma de
agenesia. Se encontr6 que el 55.5% de los individuos analizados presentaron la
mutacion del gen MSX1 y el 50%, la mutacion del gen AXIN2.

El gen MSX1 en individuos con FLPNS se encontrd relacionado con agenesia dental y
microdoncia. Sin embargo, la asociacion de los genes MSX1 y AXIN2 en los individuos
con FLPNS y anomalias dentales no fue estadisticamente significativa.

El 50% de los individuos con sus respectivas madres presentaron la mutacién del gen
AXIN2 de forma simultanea, encontrdndose asociacion estadisticamente significativa
(p=0.004**) con un grado de asociacion entre las variables de 0.671 entre la mutacion
del gen AXIN2 trasmitida de la madre a su hijo y entre la presencia de mutaciones en
ambos genes AXIN2 y MSX1 trasmitida de la madre a sus hijos con un grado de
asociacion de (0.583), la cual resulto significativa (p=0.026*). Resultados similares a los
expuestos por Seto y col (2014) (6) y Cehyan y col (2014). (10), donde se evidencio que
los factores genéticos incluyen variantes de mutaciones en los genes heredados de la
madre o el padre, que pueden ser directamente responsables de la causa de la FLPNS,
0 confieren una susceptibilidad o mayor riesgo.

En la presente investigacion se encontré que las anomalias dentales mas frecuentes,
en individuos con FLPNS, fueron agenesia de incisivos laterales y premolares inferiores
y microdoncia de incisivos laterales. Similar a lo encontrado en el estudio de Matern y
cols en el 2012(25) el cual informé una alta prevalencia de hipodoncia en sujetos con
FLP. Kim y Beak en el 2006(26), informaron que los pacientes con FLP tenian mas
incisivos laterales y premolares superiores ausentes. En relacién a la microdoncia, los
autores Aljamal y cols en el 2010 (27) reportaron resultados similares al presente
estudio con una mayor prevalencia de microdoncia para el incisivo lateral superior
permanente en sujetos con FLP.

En la poblacion analizada en el presente estudio, aunque se encontré una mayor
frecuencia de la mutacion del gen AXIN2 para anomalias dentales (microdoncia,
agenesia), no se encontré asociacion entre la mutacion de los genes AXIN2 y MSX1
con la presencia de anomalias dentales (rotacion, transposicion y supernumerarios) en
los probandos con FLPNS. Estos resultados contrastan a los reportados en el estudio
de Wong y cols en 2014(28), donde la presencia de las mutaciones en el gen AXIN2, en
relacion a la agenesia dental es poco frecuente en pacientes sin FLPNS, comparado
con investigaciones que reportan otros genes causantes de anomalias dentales.
Contrario con los resultados expuestos en el estudio de Seto en el 2014(6) y con
resultados similares a los de este estudio donde las mutaciones en AXIN2 se han
asociado con agenesia dental.



Aunque en el presente estudio se evidencié relacion entre la mutacién del gen MSX1
con anomalias dentales, este resultado no tuvo significancia estadistica, sin embargo, el
gen MSX1 podria estar interactuando con otros genes que han sido reportados para la
manifestacion fenotipica de anomalias dentales y FLPNS. Existen otros genes,
reportados en la literatura, los cuales se han encontrado asociados a anomalias
dentales y FLP. En el estudio realizado por Chu y cols en el 2016(30) los resultados
apoyan un papel del gen IRF6 relacionado con alteraciones en numero y morfologia
dental en individuos con FLP. Kantaputra y cols en el 2011(31) ampliaron el espectro
fenotipico de las mutaciones relacionadas con TBX22 para incluir anomalias dentales y
FL. Similar a lo reportado en el estudio de Mu y cols en 2013 (18) en donde se sugiere
una fuerte evidencia del papel del gen MSX1 en la etiologia de FLPNS y las anomalias
dentales. Mutaciones del gen MSX1 se han descrito en pacientes con o sin agenesia
dental y FLPNS y con agenesia dental sin FLPNS(18). Wang y cols en el 2009(29)
demostraron que el gen PAX9 interactla fisicamente con MSX1 y las mutaciones estan
asociadas con agenesia dental.

La asociacién entre la mutacidn de los genes AXIN2 y MSX1 y la presencia de
anomalias dentales y FLPNS de manera simultanea, no fue identificada en la literatura
consultada(32); sin embargo, se ha encontrado asociacion entre la mutacion de estos
genes independientemente, relacionado con anomalias dentales y FLPNS. En el
estudio de Modesto y cols en el 2006(33) se reportd una fuerte asociacién entre
individuos con FLPNS, mutacion del gen MSX1 y agenesia dental. También se ha
reportado la interaccién del gen MSX1 con otros genes como lo expresa el estudio de
Yu y Cols en el 2013(34) donde informaron que los trastornos genéticos de los genes
MSX1 y PAX9 se asocian con la agenesia de los dientes dentro y fuera del area de la
hendidura. Wong y cols en el 2014(28) reportaron la asociacion entre anomalias
dentales y la mutacion del gen AXIN2.

En la presente investigacion, de manera similar a lo reportado en la literatura no se
encontro asociacion entre AXIN2, MSX1, FLPNS y anomalias dentales. Ruf y col en el
2013(35) demostraron que los genes PAX9, EDA, MSX1, AXIN2, EDARADD, NEMO y
KRT17 afectan la formacién de dientes. Sin embargo, las mutaciones de estos genes
no estan relacionadas con la presencia de FLPNS y existe una diferencia en la
distribucion y prevalencia de hipodoncia entre los individuos con y sin FLPNS; por lo
tanto, se podria considerar que los efectos condicionales de la FLP son factores
causales de hipodoncia y otras anomalias en individuos FLPNS. Por otra parte, existe la
hipotesis que por efectos de la cirugia para la FLP aumentaria el riesgo de perder los
gérmenes dentales de los dientes permanentes ya que estos pueden verse afectados
por maniobras del procedimiento.(32)



Se sugiere, para futuras investigaciones, realizar el andlisis de la mutacion de otros
genes asociados con el fenotipo de FLPNS vy la presencia de anomalias dentales. Asi
mismo, aumentar el tamafio de la muestra para generar resultados mas representativos
de la poblacidon en general y buscar la asociacion de estas dos anomalias con otros
genes.

Conclusiones

1. El 66.6% de los individuos con agenesia y 50% de individuos con microdoncia y
FLPNS presentaron la mutacién en el gen MSX1.

2. El 45.4% de los individuos con agenesia y 40% de individuos con microdoncia y
FLPNS presentaron la mutacién en el gen AXIN2.

3. La mutacion del gen AXIN2 fue transmitido de la madre a los hijos con FLPNS y
anomalias dentales.
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