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RESUMEN

Introduccidén: La gendmica, encargada del mapeo, secuenciacion y analisis de
los genomas, ha facilitado la identificacion y comprension de la funcion de los
genes; permitiendo asi estudiar su relacién con las enfermedades, buscando
entenderlas, diagnosticarlas, tratarlas e incluso prevenirlas. Se busca hacer uso
de esta disciplina para esclarecer la etiologia de la maloclusion clase lll, la cual
es considerada como la maloclusibn con mayor necesidad de tratamiento y
méas complejo. Objetivo: Este estudio busca la validacién de los genes IGF1 y
VEGFA, SNP’s rs3730198 y rs374253522, como marcadores genéticos para la
maloclusién clase Ill, previamente reportados como factores influyentes en su
etiologia (prognatismo) (Hajjar et al. 2003; Rabie et al. 2002) en poblaciones
heterogéneas genéticamente, por lo que se busca validarlos en la poblacién
mexicana, cuyo trasfondo genético es mixto. Metodologia: Se realizé un
estudio de tipo observacional, descriptivo, analitico. La poblacién de estudio se
selecciond de pacientes que acudieron a consulta diagnosticados clinicamente
con maloclusion clase Il de enero a septiembre del 2015 y una poblacion
control, residentes de Querétaro, formando un total de 33 triadas familiares.
Después de aplicar un cuestionario para obtencion de los datos
sociodemogréficos, se obtuvo consentimiento informado y se realiz6 la
recoleccion de muestras epiteliales, de las cuales se extrajo ADN, y se logré
formar un banco genético para ambos grupos. Se realizo la seleccién de SNP’s
por gen, posteriormente una amplificacién de la zona de interés por PCR y un
analisis por endonucleasa de restriccion. Resultados: Obtencion del banco
genético por triadas, de poblacion control y de pacientes diagnosticados
clinicamente con maloclusién clase Ill, residentes de Querétaro. Se realiz6 la
validacion de los Polimorfismos de Nucleétidos Simples (SNP’s) rs3730198 del
gen IGF1 y rs374253522 del gen VEGFA en la poblacién control, los cuales
presentan una distribucion alélica homogénea, siendo esta = 1.0 para el alelo T
y 0 para el alelo C en el SNP rs3730198 del gen IGF1 y para el SNP
rs374253522 del gen VEGFA se reporté una frecuencia = 1.0 para el alelo G y
0 para A. Debido a la homogeneidad en sus frecuencias alélicas, estos no
pueden ser utilizados como marcadores de asociacién genética, ya que no
cumplen con la ley del equilibrio de Hardy—Weinberg, motivo por el cual no se
continuo con el analisis de las muestras de pacientes con maloclusion clase Ill.
Conclusiones: Los datos presentados sientan un precedente en cuanto a
estudios de asociacion genética relacionados a maloclusion clase lll, ya que
eran inexistentes para la poblacién mexicana, y serviran como punto de partida
para la realizacion de posteriores investigaciones, ayudando a tratar de
esclarecer su etiologia.

(Palabras clave: Maloclusién clase lll, Gen IFG1, Gen VEGFA, SNP rs3730198,
SNP rs374253522).



SUMMARY

Introduction: Genomics, in charge of mapping, sequencing and analysis of
genomes has facilitated the identification and understanding of the function of
genes; thus allowing study their relationship to diseases, seeking to understand,
diagnose, treat and even prevent them. It seeks to make use of this discipline to
clarify the etiology of Class Il malocclusion, which is considered the
malocclusion most in need of treatment and more complex. Objective: Validate
the genes IGF1 and VEGFA SNP’s rs3730198 y rs374253522 as genetic
markers for class Ill maloclussion in Querétaro residents, previously reported as
influencing factors in its etiology (Hajjar et al 2003; Rabie et al. 2002) in
genetically heterogeneous populations, which seeks to validate in the Mexican
population , whose genetic background is mixed. Methodology: An
observational, descriptive and analytical study was conducted. The study group
was selected of the patients who were clinically diagnosed with class |li
maloclussion from January to September of 2015 and a control group
conformed by Querétaro residents, making a total of 33 family triads. After the
registration of general data, obtained by the informed consent and had made
the recollection of the epithelial examples, of which were extracted the DNA; a
genetic bank of both groups was created, the SNPs were chosen for each one
of the genes. Later, a PCR amplification of the interest zone was conducted and
also an analysis by restriction endonuclease was performed. Results: A gene
bank by triads, of the clinically diagnosed with class 11l maloclussion people and
the control group was created. Validation of Single Nucleotide Polimorfism
(SNP) rs3730198 of gene IGF1 and rs374253522 of gene VEGFA in the control
group was made, which presented and homogeny allelic distribution, been = 1.0
for allele T and O for allele C on SNP rs3730198 of gene IGF1, and for SNP
rs374253522 of gene VEGFA was reported an allelic frequency = 1.0 for allele
G and O for allele A. Because of the homogeneity of the allelic frequency, they
can’t be used as genetic associated markers; they don’t comply with the Hardy-
Weinberg principle, reason why we couldn’t continue with the analysis of the
patients group. Conclusions: The data presented on this study is just the
beginning of the genetic associated studies related to class Il maloclussion,
they will serve as a reference for further studies, helping to find the etiology of
these pathology.

(Keys Words: Class Il maloclussion, Gene IGFl, Gene VEGFA, SNP
rs3730198, SNP rs374253522).
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I. INTRODUCCION

La genomica, visualizada como una disciplina cientifica encargada del
mapeo, secuenciacion y analisis de los genomas, ha facilitado la identificacion
y comprension de las formas de organizacion y funcion de los genes de los
organismos, lo cual ha generado un amplio conocimiento de la estructura y la

funcién de los genomas.

La Medicina Gendmica, que es la aplicacion del conocimiento
del genoma humano a la practica de la Medicina, tiene como campo de accién
identificar dichas variaciones; abre una nueva perspectiva para entender los
procesos bioldgicos de salud y enfermedad e influye de manera directa acerca

de cémo percibir las distintas afecciones.

Las variaciones del genoma y su relacion con la enfermedad son
claves muy importantes para entender, diagnosticar, tratar y quiza incluso
prevenir algunas enfermedades. De esta manera, la medicina gendmica
permitird la creaciébn de una nueva y mejor practica clinica, mas predictiva y

personalizada.

El estudio propuesto busca realizar la validacién de los genes IGF1l y
VEGFA como marcadores genéticos, dichos genes han sido previamente
reportados en la literatura como factores influyentes en la etiologia de la
maloclusién clase Il (prognatismo) (Hajjar et al. 2003; Rabie et al. 2002) en
poblaciones heterogéneas genéticamente, motivo por el cual se desean validar
en la poblacién mexicana, que a diferencia de las ya estudiadas previamente,

cuenta con un trasfondo genético mixto.

Este estudio busca establecer los principios para la generacién de una

base de datos genéticos confiable, aun inexistente para nuestra poblacion.

Dentro de la clasificacion de maloclusiones, la clase Il es la de menor
prevalencia, pero se le considera la maloclusibn con mayor necesidad de
tratamiento y, mas complejo, ya que suele requerir no solo de un enfoque
ortodoncico, sino ademas, suele ir acompafiado de un enfoque quirlrgico,

cuando no es tratada tempranamente.


https://es.wikipedia.org/wiki/Genoma_humano

JUSTIFICACION

En la actualidad la gendmica y la medicina gendmica con herramientas
utiles que deben ser utilizadas para entender todos los procesos biologicos y la
composicién del genoma humano, asi como las patologias que lo afectan. Se
debe tratar de esclarecer la etiologia, el diagnéstico, tratamiento y
primordialmente propiciar la prevencion de cada una de ellas, para mejorar la

salud de la poblacién.

El campo de la odontologia, en especifico la ortodoncia, no debe
rezagarse en este aspecto, es por ello que es de primordial importancia aplicar

estas herramientas en nuestra area.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere que las
maloclusiones ocupan el tercer lugar como problema de salud oral, y aun
cuando la mayoria de las enfermedades bucales y, en particular las
maloclusiones, no ponen en riesgo la vida del paciente, son consideradas

problemas de salud publica debido a su alta prevalencia.

En la actualidad se considera que la maloclusion clase Il tiene una
etiologia multifactorial, como resultado de la interaccion entre los factores
ambientales y de herencia. Es por ello que se busca esclarecer el papel que la

herencia y la genética juegan en esta patologia.
OBJETIVO GENERAL

Validar los genes IGF1 y VEGFA, SNP’s rs3730198 y rs374253522 como
marcadores genéticos para la presencia de maloclusion clase Il en la

poblacion de la ciudad de Querétaro.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacion de la poblacién de estudio.
e Conocer y validar la heterogeneidad de los marcadores genéticos para el
gen IGF1 para la presencia de maloclusion clase lll en la poblacion de la

ciudad de Querétaro.



e Conocer y validar la heterogeneidad de los marcadores genéticos para el
gen VEGFA para la presencia de maloclusion clase Il en la poblacion de la
ciudad de Querétaro.

e Determinar la presencia y frecuencia de los marcadores genéticos para
el gen IGF1 para la presencia de maloclusién clase Il en la poblacion de la
ciudad de Querétaro.

e Determinar la presencia y frecuencia de los marcadores genéticos para
el gen VEGFA para la presencia de maloclusion clase 1l en la poblacién de

la ciudad de Querétaro.
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Il. REVISION DE LITERATURA
GENOMA HUMANO

A fines de la década del ‘80 nace el Proyecto Genoma Humano con la
finalidad de obtener la cartografia completa del genoma humano, y poder asi
estudiar las secuencias de nucledtidos. Gracias a estos estudios, se estan
descifrando las bases de nuestra herencia y, estos se vuelcan rapidamente en
diversas direcciones; una de ellas, el diagnéstico y la causa de las

enfermedades genéticas y multifactoriales. (Bergel, 1998).

El genoma de un organismo es todo el material genético o ADN que
esta organizado en paquetes de informacion o genes. Los genes tienen la
informacion codificada para la sintesis de proteinas, las proteinas son las
moléculas que dan las caracteristicas morfoloégicas o estructurales a los
organismos, esto es: qué apariencia tienen, qué funciones realizan y qué
grado de especializacion poseen, es decir, codifican los fenotipos (presentacion
clinica o expresion de un gen, factores ambientales o ambos). (Griffiths, 1999;
Sanchez, 2002; Sevilla, 2007; Perci, 2010).

El material genético consiste en un tipo particular de moléculas
denominadas genéricamente acidos nucleicos (desoxirribonucleico ADN vy
ribonucleico ARN). (Sanchez, 2002).

El ADN es un acido nucleico formado por nucleétidos, cada uno de
ellos formado por tres elementos: un azucar, la desoxirribosa; un grupo fosfato
y una base nitrogenada. Existen cuatro bases nitrogenadas que pueden
conformar al ADN: Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) y Guanina (G); que
unidas entre si forman hélices. La secuencia de bases colocadas con una
disposicion unica y con la capacidad de transmitir informacion dentro de la
célula para sintetizar una proteina o para promover una funcién, es lo que
operativamente constituye un gen. (Griffiths, 1999; Sanchez, 2002; Perci,
2010).

El gen es la unidad fundamental de la herencia; son las unidades de
informacion y se agrupan o compactan dentro de unas estructuras celulares

denominadas cromosomas. (Perci, 2010).
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Se estima que el genoma humano puede contener aproximadamente 3
billones de pares de bases y todas estas moléculas estdn contenidas dentro de
23 pares de cromosoma en cada ceélula del cuerpo humano, normalmente.
(Sevilla, 2007).

Multiples enfermedades tienen un componente genético, ya sea
heredado o como respuesta del organismo a factores ambientales; por lo tanto

se consideran desordenes multifactoriales (Sanchez, 2002; Sevilla, 2007).

Las variaciones genéticas en este tipo de enfermedades pueden tener
un rol protector o patogénico en la expresion de la enfermedad, es decir,
juegan algun rol en la susceptibilidad. (Hirschrhorn, 2005; Sevilla, 2007).

Los resultados derivados del proyecto del genoma humano han
permitido identificar errores o cambios en los genes originales, que son la
causa o que contribuyen a la enfermedad. El objetivo final de la medicina
basada en la informacion genética, es desarrollar nuevas formas de tratar o

curar e, idealmente, prevenir enfermedades. (Sanchez, 2002; Perci, 2010).

POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNPs)

Se refiere al genoma humano como una secuencia Unica de
nucleotidos, pero realmente existen multiples variaciones en esta secuencia.
Las diferencias entre individuos se deben mayormente a mutaciones o
alternativas de una sola base en la cadena, conocidas como SNPs (Single
Nucleotide Polimorphism). Son polimorfismos de un solo nucleétido y se
localizan en cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma. (Wang,
2005; Sevilla, 2007; Chorley, 2008; Ramirez, 2013).

El uso de SNPs es una herramienta poderosa para el analisis genético,
gue permite descubrir la asociacion entre el loci y los sitios especificos en el

genoma, en muchas enfermedades. (Bentley, 2000).

Los SNPs son las mutaciones mas comunes, representan
aproximadamente el 90% de todas las variaciones, se estima que ocurren cada
100-300 pares de bases. (Sevilla, 2007; Chorley, 2008; Ramirez, 2013).

12



En cuanto al efecto que producen, las hay de varios tipos:

e Las missense mutations (cambio de sentido) son las que producen la
trascripcion de un amino&cido alternativo, debido al cambio que se produce
en la secuencia de 3 bases o codon que codifica tal aminoéacido.

e Las nonsense mutations (sin sentido) son mas deletéreas, ya que
cambian el coddén de trascripcion por un stop codon; el cual causa la
terminacion de la trascripcion de la proteina, en vez de un nuevo
aminoécido.

e Oftra mutacion es la frameshift mutation (cambio de marco), la cual
cambia el marco de lectura del gen y lleva generalmente a un stop codon
prematuro. (Sevilla, 2007; Chorley, 2008; Ramirez, 2013).

En términos del efecto funcional:

e Las silent mutations (silenciosas) producen el reemplazo de una base
por otra que resulta en un codén que codifica el mismo aminoacido.

e Asi mismo, las mutaciones pueden no cambiar el fenotipo si el cambio
de aminoécido en la proteina no genera cambios significativos en la funcion
de la misma (conservative mutations).

¢ Sin embargo, las nonconservative mutations reemplazan un aminoacido
por uno muy diferente y es mas probable que afecten el fenotipo. (Sevilla,
2007; Ramirez, 2013).

Las mutaciones pueden causar enfermedad por varios mecanismos. El

mas frecuente es la perdida de funcién. En este caso, la mutacion puede

cambiar el fenotipo por disminucion de la actividad funcional de la proteina que

codifica dicho gen; aunque también se pueden presentar mutaciones que

causen la enfermedad a través de la ganancia de funcion. (Sevilla, 2007).

Las mutaciones que se encuentran en el 98,5% del genoma no-

codificante, no afectan el fenotipo; pero las que se sitian en sitios regulatorios,

pueden ser importantes en la etiologia de las enfermedades. (Ramirez, 2013).

Las mutaciones regulatorias actian alterando la expresion de un gen,

llevando a la inhibicion de la expresion o a la expresion inesperada en un tejido

13



donde deberia ser silente, o finalmente a un cambio en el timing de expresion.
(Ramirez, 2013).

Actualmente se han descrito més de 10 millones de SNP, aunque se ha
estimado que existen aproximadamente 20 millones de ellos (Sevilla, 2007;
Ramirez, 2013).

Los SNP que tienen implicaciones funcionales sobre los niveles de
expresion génica se denominan SNP reguladores (rSNP), mientras que los que
alteran la traduccion de los ARN mensajeros (ARNm), el corte y empalme, la
eficiencia para potenciar o inhibir el corte y empalme, la estabilidad de los
ARNm vy la funcion de las proteinas (sin alterar su estructura) se denominan
SNP ARN estructurales (srSNP). (Johnson, 2008; Sadee, 2009, 2011; Ramirez,
2013).

MARCADOR GENETICO

Un marcador genético es un gen o posicion en el genoma que existe en
dos o mas alelos distinguibles y cuya herencia puede ser, por lo tanto, seguida
a través de un cruce genético, permitiendo mapear la posicion de un gen a
determinar. (Sevilla, 2007). Se definen como cualquier diferencia fenotipica
controlada genéticamente utilizada en el andlisis genético (Rieger, 1982) o
como cualquier medio para identificar cualquier locus especifico en un

cromosoma. (Gale, 1994).

Se puede utilizar como marcador el efecto de un gen facilmente
observable en los individuos, metabolitos caracteristicos de bajo peso
molecular, proteinas que puedan extraerse y observarse con facilidad tras un
fraccionamiento mediante electroforesis, o segmentos de DNA que puede
obtenerse e identificarse por toda una serie de técnicas moleculares. (Pérez de
la Vega, 1993).

Para ser informativo un marcador debe estar presente en formas

alélicas alternativas en los individuos en estudio, y para una mayor utilidad es

14



necesario saber donde se localiza en un cromosoma especifico. (Pérez de la
Vega, 1993, 1997).

Los polimorfismos como los SNPs y los microsatélites son ejemplos de
marcadores genéticos. (Sevilla, 2007).

Los marcadores de uso generalizado pueden clasificarse en funcion de
la técnica empleada para la obtencion de los segmentos discretos de DNA:
aguellos que se obtienen tras la fragmentaciéon del genoma correspondiente
con endonucleasas de restriccion (restrictasas), y aquellos que se obtienen por
amplificacion selectiva de secuencias mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR, polymerase chain reaction). (Pérez de la Vega, 1997).

POLIMORFISMOS DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION

Los polimorfismos obtenidos mediante restrictasas son conocidos como
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, restriction
fragment length polymorphisms). En este caso los fragmentos discretos de
DNA generados por una restrictasa son separados por electroforesis en gel,
visualizandose selectivamente determinados fragmentos mediante la

hibridacién con sondas marcadas. (Pérez de la Vega, 1997).

El nivel de polimorfismo, y también la naturaleza del propio marcador,
determina su utilidad en funcion del conjunto de organismos a estudiar. (Claros,
2001).

Esta técnica detecta las diferencias en longitud de segmentos de DNA
y la pérdida o ganancia de dianas para una restrictasa. Los cambios en la
movilidad electroforética de un fragmento de DNA generados por una
restrictasa indican diferencias en la longitud del fragmento debidas a
inserciones o deleciones. Los cambios en el numero de fragmentos junto con la
aparicion de otros indican la pérdida o ganancia de dianas de restriccion para
tal enzima causadas generalmente por la sustitucion de bases en la diana.
(Claros, 2001).
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Es decir, la técnica consiste en cortar DNA genomico extraido de una
muestra de tejido con una endonucleasa de restriccion. Muestras del DNA de
cada individuo pueden ser cortadas con diferentes enzimas y analizadas
separadamente. Los fragmentos obtenidos se separan por electroforesis en

gel, normalmente de agarosa. (Pérez de la Vega, 1997).

ENZIMAS DE RESTRICCION

La tecnologia del ADN recombinante fue uno de los principales factores
que contribuyeron al rapido progreso del conocimiento sobre la expresion de
genes, la base de esta técnica es la capacidad de manipular moléculas de DNA
en el tubo de ensayo. A su vez, esto depende de disponer de enzimas
purificadas, con actividades conocidas, que pueden ser controladas y que, por
lo tanto, pueden emplearse para efectuar cambios especificos en las moléculas

de DNA que se estan manipulando. (Gomez, 2008).

Las enzimas son proteinas cuya accién bioldgica consiste en la
catalisis de las reacciones del metabolismo, las cuales transcurririan muy

lentamente sin su intervencion. (Montero, 1997).

Dentro de estas enzimas se encuentran las nucleasas que degradan
las moléculas de DNA rompiendo los enlaces fosfodiéster entre nucleétidos
ubicados en los extremos de dos moléculas diferentes o en los dos extremos
de una misma molécula. Las endonucleasas de restriccion permiten cortar las

moléculas de DNA en posiciones definidas. (Brown, 2007).

Una endonucleasa de restriccion es una enzima que se une a una
molécula de DNA en una secuencia especifica y corta la doble cadena en esa
secuencia o cerca de ella. Dada la especificidad de la secuencia, es posible
predecir las posiciones de los cortes dentro de una molécula de DNA,
asumiendo que se conoce la secuencia de DNA, lo que permite escindir
segmentos definidos de una molécula mas grande. (Brown, 2007; Gomez,
2008; Lamont, 2015).
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Hay tres tipos de endonucleasas de restriccion. Los tipos | y Il no
permiten ejercer ningun control estricto sobre la posicion del corte respecto de
la secuencia especifica de la molécula de ADN reconocida por la enzima. Las
enzimas de tipo Il no presentan esta desventaja, porque el corte siempre ocurre
en el mismo lugar, dentro de la secuencia de reconocimiento o0 muy cerca de
ella. Por lo tanto genera una serie reproducible de fragmentos cuyas
secuencias son predecibles si se conoce la secuencia de la molécula de ADN
diana. (Lamont, 2015).

Tras el tratamiento con una endonucleasa de restriccion, se pueden
examinar los fragmentos de DNA resultantes mediante electroforesis en gel de
agarosa para determinar su tamafio. Si el DNA inicial es una molécula
relativamente corta y se producen veinte fragmentos o menos después de la
restriccion, suele ser posible seleccionar una concentracion de agarosa que
permita visualizar cada fragmento con una banda distinta en el gel. Si el DNA
inicial es largo y, por ende, da origen a humerosos fragmentos tras la digestion
con una enzima de restriccion, entonces, con cualquier concentracion de
agarosa que se utilice, el gel puede mostrar solo un frotis de DNA, pues hay
fragmentos de todas las longitudes posibles que se fusionan juntos. Este es el
resultado habitual cuando se corta el DNA gendmico con una enzima de

restriccion. (Brown, 2007).

Si se conoce la secuencia del DNA inicial, es posible predecir las
secuencias y, por ende, los tamafios de los fragmentos resultantes del
tratamiento con una enzima de restriccion particular. Después, se puede
identificar la banda de un fragmento deseado, cortarla del gel y purificar el
DNA. Aunque no se conozca su tamafio, se puede identificar un fragmento que
contiene un gen u otro segmento de DNA de interés mediante la técnica
denominada hibridacién Southern, siempre que se conozcan 0 se pueda

predecir parte de la secuencia dentro del fragmento. (Brown, 2007).
FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento corresponden a un conjunto de moléculas
de naturaleza proteica y/o péptidos biorreguladores cuya funcionalidad

fundamental radica en el control del ciclo celular regulando el desarrollo de las
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distintas etapas de éste, llevando finalmente a las células a enfrentar el
mecanismo mitotico y de este modo generar la proliferaciéon celular. (Carpenter,
1990; Cornejo, 2011). Sin embargo, estas moléculas organicas participan
también estimulando tanto la diferenciacibn como la migracion celular.
(Cornejo, 2011).

Son secretados por varios tipos de células relacionadas directamente
con la regulacion de la proliferacién y diferenciaciéon celular y por el incremento
de la proliferacion celular, susceptibilidad alterada a la apoptosis Yy
modificaciones en la morfologia celular, aunque fueron inicialmente postulados
como mediadores circulantes de las acciones de la hormona del crecimiento y

como factores semejantes a la insulina. (Lenz, 2007).

Los factores de crecimiento estan relacionados con sistemas complejos
que incluyen factores estructurales y funcionales, sus receptores y, en muchos

casos, proteinas de unién o proteoglicanos. (Lenz, 2007).

FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA (IGF1)

IGF1 (Insuline-Like Growth Factor 1) es un gen codificante de
proteinas. Antiguamente se le denominaba somatomedina. La IGF-1 fue
definida por primera vez en 1987 por un equipo de investigadores britanicos y
franceses. (Puche, 2013).

El gen del IGF1 ha sido localizado en el brazo largo del cromosoma 12
en la banda 23; contiene al menos 5 exones codificantes y expresa una

proteina de 70 aminoacidos. (Moreno, 1996).

Se denominan asi gracias a las hormonas peptidicas cuya estructura
quimica es parecida a la de la insulina. Se encuentran en diferentes tejidos, en
mayor proporcion en el higado, corazén, rifidén, bazo, cerebro y musculo liso; y
en menor proporcién circulando en el sistema vascular o por fluidos
extracelulares transportado por unos complejos con proteinas especificas de
union. (Ibero, 2002; Zoids, 2011).

18



Son secretadas por el higado con el estimulo de la hormona del
crecimiento (GH), y se transportan a través de la via sanguinea del cuerpo
humano. El 90% del IGF-I circulante es de origen hepatico. (Ibero, 2002; Zoids,
2011).

Son sintetizados por una gran variedad de células, incluidos el hueso y
el cartilago. Esta hormona actia sobre el crecimiento del cartilago de

conjuncion de los huesos largos. (Ibero, 2002; Zoids, 2011).

IGF-I circula en la sangre unida a sus proteinas transportadoras
(IGFBP) e interactia con receptores especificos en los 6rganos diana tales
como musculo, hueso, intestino y testiculos. Actla en los tejidos uniéndose a
un receptor especifico situado en la membrana de las células. Este receptor es
muy parecido al receptor de la insulina, y puede interactuar con otros
receptores como el de la insulina o el de IGF-Il, pero con mucha menor
afinidad. Mientras que la insulina tiene efectos endocrinos predominantemente
sobre el higado, tejido adiposo y musculo, IGF-I tiene efectos paracrinos,
endocrinos y autocrinos en casi todos los o6rganos incluyendo el sistema

inmune. (Jones, 1995; Blomsma, 1997).

El efecto fundamental del IGF1 es el de promover la division celular, asi
como la formacion de la matriz en el cartilago. Es responsable de parte de las
acciones de la GH. Desde el punto de vista metabdlico, provoca hipoglucemia e
incrementa el flujo plasmatico renal y el ritmo de filtracion glomerular. (Moreno,
1996; Zoids, 2011).

La concentracion de IGF-I en suero depende de la secrecion de GH,
edad, sexo y estado nutricional. En esencia, el IGF-I es un factor anabolizante
o factor de crecimiento. En el metabolismo proteico reduce la proteolisis y
estimula la sintesis proteica cuando la oferta de aminoacidos es adecuada.
(Conchillo, 2007; Moreno, 1996).

FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGFA)

Elfactor de crecimiento  endotelial vascular (VEGFA), es
una proteina sefializadora, Es un potente factor angiogénico, implicado en la

vasculogénesis (formacién de novo del sistema circulatorio embrionario) y en
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la angiogénesis (crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos
preexistentes). (Kim, 2007; Robbins, 2009; Pacheco, 2014; Yi, 2016).

El VEGFA fue identificado en los afios 80°s como un factor de
permeabilidad vascular (VPF) y como un factor de crecimiento especifico de
células endoteliales vasculares codificado por el gen VEGFA. La principal
funcion del sistema VEGFA es controlar la formacion de nuevos vasos
sanguineos y la proteccion de células endoteliales y de la granulosa. (Rosales,
2012).

El gen del VEGFA esta localizado en el cromosoma 6p21.3 y esta
constituido por ocho exones y siete intrones. (Gonzalez, 2004; Kim, 2007;
Vidaurreta, 2010; Yi, 2016). Se trata de un gen muy polimérfico en el que se
han descrito al menos 15 SNP. Algunos de los polimorfismos descritos en este
gen (-2578C > A, -1154G > A, -634G > C y +936C > T) han sido asociados a

variaciones en la produccion de proteina. (Gonzalez, 2004; Vidaurreta, 2010).

Juega un importante papel en la regulacion de la angiogénesis
mediante la promocion de crecimiento de células vasculares endoteliales,
migracion y formacién de lumen. (Yi, 2016). Es un vasodilatador e incrementa la
permeabilidad vascular. (Duffy, 2000; Robbins, 2009).

También es capaz de inducir un cambio proinflamatorio, observado en
los procesos de inflamacién cronica, que incluyen acumulacién de leucocitos,

deposicion de colageno y remodelacién de los vasos sanguineos. (Yi, 2016).

Las acciones del VEGFA han sido estudiadas en las células
del endotelio vascular, aunque también tiene efectos sobre otros tipos
celulares; se expresa en numerosas células no endoteliales, incluyendo células
tumorales, macrofagos, plaquetas, queratinocitos y células renales. (Duffy,
2000; Robbins, 2009).

Las actividades de VEGFA no se limitan al sistema vascular, juega un
papel importante en las funciones fisiolégicas normales, tales como la
formacion de hueso, hematopoyesis, sanacion de heridas y el desarrollo.
(Duffy, 2000; Robbins, 2009).
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VEGFA es producido por los condrocitos hipertréficos en la placa de
crecimiento, donde coordina a la matriz extracelular, provoca la remodelacién
de la angiogénesis y formacion Osea; ademas juega un papel central en la
hematopoyesis. Se expresa en la médula 6sea y en la estimulacion de

citoquinas de las células madres hematopoyeéticas. (Duffy, 2000).

Algunos tipos celulares que liberan VEGFA son tumorales, foliculo-
estelares de la pituitaria anterior, musculo liso, vascular y miocardio,
mesangiales, monocitos, fibroblastos, queratinocitos, osteoblastos y astrocitos.
(Caramelo, 1998).

La expresion del gen VEGFA esta regulada por una variedad de
factores de crecimiento (similar a la insulina, de crecimiento epitelial, de
crecimiento tisular beta), citoquinas, hormonas e hipoxia, (Kim, 2007) productos
avanzados de glicosilacion, interleuquina 1 y 6, radicales libres de 02,
adenomas y metales de transicion. (Caramelo, 1998).

ESTUDIOS DE ASOCIACION GENETICA

Las dos principales metodologias usadas para mapear las variantes
genéticas que influencian el riesgo de enfermedad son los estudios de linkage

disequilibrium y los estudios de asociacién. (Sevilla, 2007).

Los estudios de asociacion genética buscan establecer la relacion
estadistica entre variables genéticas poblacionales y un fenotipo. Buscan
relacionar un marcador genético particular con una enfermedad a través de una
poblacion. (Cardon, 2001; Carlson, 2004; Cheh, 2005; Hirschhorn, 2002, 2005;
Kwok, 2001; Lohmueller, 2003; Sevilla, 2007; Tabor, 2002; Wang, 2005).

Estos estan siendo utilizados para descubrir el componente genético

gue subyace a las enfermedades comunes de alta prevalencia. (Sevilla, 2007).

Habitualmente, se utilizan como marcadores genéticos a los
polimorfismos simples puntuales (SNPs), que son utilizados para el mapeo y

ubicacion de los verdaderos sitios relevantes. (Sevilla, 2007).
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Cuando se planea un estudio de asociacion genética, se consideran

cuatro componentes: (Sevilla, 2007).

a-
b-

Seleccion del fenotipo.

Enrolamiento (disefio del estudio): los individuos pueden ser
elegidos en base a su fenotipo o como miembros de una
cohorte.

Seleccion de marcadores genéticos: requeridos para
genotipificar. Pueden ser marcadores individuales, o que
abarguen genes, regiones de cromosomas o en ultima instancia,
el genoma entero. Los SNPs son la forma mas frecuente de
polimorfismo en el genoma, y por lo tanto seran la vasta mayoria
de los marcadores en un estudio de mapeo del genoma total.

Existen dos acercamientos para establecer la relacién entre
variantes genéticas y riesgo de enfermedad: el estudio de “SNP
candidato” y la “asociacion indirecta”.

El estudio de “SNP candidato” es un test directo de
asociacién entre una variante putativa funcional y el riesgo de
enfermedad. En este caso, se establece un gen candidato de
antemano en base a estudios previos o evidencia experimental
bioldgica.

Por su parte, la “asociacion indirecta” consiste en testear un
mapa denso de SNPs para la asociacién con la enfermedad.

Los marcadores son elegidos basados en 4 criterios: 1) la
probabilidad previa de ser funcionales, 2) la correlacion con
potenciales variantes causales, 3) ser variaciones de tipo
missense (que producen la trascripcion de un aminodacido
alternativo) detectadas por secuenciamiento del ADN y 4) debido
a consideraciones tecnologicas.

Métodos de analisis de asociacion: para testear la asociacion

entre el genotipo y el fenotipo.
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MALOCLUSION CLASE 11l

De los distintos tipos de maloclusiones, la maloclusion clase Ill es
posiblemente la mas estudiada desde el punto de vista genético. A
comparacion de las clases | y I, la clase Ill es la menos comun, pero es en la
gue se hace mayor referencia a un componente etioldégico hereditario. (Frazier-
Bowers, 2009).

Las maloclusiones son habitualmente variaciones clinicamente
significativas de la fluctuacion normal del crecimiento y morfologia; resultado de
una alteracién en posicién, tamafio y forma de los maxilares, su relacion con

los dientes y con otras estructuras faciales. (Barahona, 2006; Avalos, 2014).
ETIOLOGIA

Se considera que tienen una etiologia multifactorial, siendo las dos

causas principales:

1) Factores hereditarios o genéticos. (Klempner, 2003; Barahona, 2006;
Hernandez, 2010; Alarcon, 2011; Tomaszewska, 2013; Avalos, 2014).

2) Factores ambientales: trauma, agentes fisicos, habitos vy
enfermedades. (Klempner, 2003; Barahona, 2006; Hernandez, 2010; Alarcon,
2011; Tomaszewska, 2013; Avalos, 2014).

Es frecuente que sean el resultado de una compleja interaccion entre
varios factores que influyen en el crecimiento y desarrollo, y no siempre es

posible describir un factor etiologico especifico. (Avalos, 2014).

La etiologia de la Maloclusion clase 11l es multifactorial, por un lado la
herencia desempefia un importante papel en el desarrollo de ésta, siendo
seflalada por autores como Markowitz, como una transmisién poligénica no
ligada al sexo. (Da Silva, 2005; Ramirez, 2010).

Histéricamente el ejemplo mas famoso de marca genética en seres
humanos que se trasmitio a través de muchas generaciones, es el pedigri de la

mandibula en la familia Habsburgo de la monarquia Hlingaro/Austriaca, el cual
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se trasmiti6 como un rasgo autosémico dominante y fue descrita en 1937 por
Strohmayer. (Strohmayer, 1937, Da Silva, 2005; Quintero, 2007).

Debido a la evidencia que apoya el hecho de que las estructuras
craneofaciales estan bajo un control genético y son significativas en el
desarrollo craneofacial, se les debe considerar en la etiologia de la

maloclusion. (Da Silva, 2005).

La influencia de la herencia en la aparicion de esta displasia ha sido
ampliamente reportada; los estudios de la relacion craneofacial en gemelos han
suministrado informacién util concerniente al papel de la herencia en la
maloclusion. Esto fue comprobado en un estudio realizado por Markowitz,
sobre 15 parejas de gemelos y 7 de mellizos: en los gemelos 14 coincidian con
maloclusion Clase 11l y en los mellizos sélo una pareja presento la maloclusion.
(Da Silva, 2005).

Tomaszewska refiere que se considera al prognatismo como un
defecto autosdbmico dominante con penetracion incompleta o autosémica
recesiva; asi como la existencia de mutaciones y polimorfismos responsables
del prognatismo mandibular, apoyando asi la teoria de herencia poligénica,

como etiologia del prognatismo. (Tomaszewska, 2013).

Estos reportes, aunados a otros estudios de asociacidon genética
hechos tanto en gemelos mono y dicigéticos (Shulze y Weize, 1965) donde se
encontr6 que el prognatismo ocurre hasta 6 veces mas en gemelos
monocigotos, que gemelos dicigotos (Tomaszewska, 2013); asi como el
estudio realizado por Litton et al. en 1970, donde se estudiaron las familias de
51 individuos con maloclusion clase Il y se encontr6 que esta se presentaba en
el 13% de los parientes consanguineos, se concluye la existencia de una
relacion con la herencia en la descendencia y los hermanos, en una cifra mayor
en relacion a otras maloclusiones, apuntando a un origen poligénico de la
patologia (Litton et al., 1970; Da Silva, 2005; Watanabe et al., 2005); aunque
existen también reportes que relacionan este padecimiento con factores
ambientales. (Stiles y Luke, 1953; Kraus et al. 1959; Mossey, 1999).
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También se ha establecido ampliamente que muchas alteraciones
craneofaciales no son desérdenes monogenéticos sino que son una
combinacion de la interaccion de muchos genes con el ambiente, es decir
poligénica. Cada maloclusion tiene su aspecto distintivo de la relacion
genética/ambiente, la dificultad esta en la determinacion de la contribuciéon
precisa para cuantificar el efecto de cada una. En todo caso, si el patron
genético influye mas que el ambiente, el prondstico ortoddncico sera menos
favorable. (Da Silva, 2005).

Estudios de andlisis de linaje (“linkage analysis”) (Yamaguchi et al.
2005; Frazier-Bowers et al. 2009) y de asociacion genética (GWAS) en varias
poblaciones a nivel mundial han revelado genes que se encuentran asociados
a la susceptibilidad de padecer esta condicién. Entre ellos se encuentran: IGF1
(Hajjar et al. 2003) y VEGFA (Rabie et al. 2002). El estudio de la funcién de
estos genes y su contribucion a la maloclusion clase Il estd en curso y
seguramente permitira el esclarecimiento de los procesos biolégicos

involucrados en este fenotipo.
PREVALENCIA

La prevalencia de esta maloclusion se ha reportado con gran variacion,
dependiendo del nivel de homogeneidad en el trasfondo genético de las

poblaciones estudiadas.

En poblaciones caucésicas se ha reportado una prevalencia del 0.48%
hasta un 5% (Emrich, 1965; Da Silva, 2005; Quintero, 2007; Frazier-Bowers,
2009; Ramirez, 2010; Tomaszewska, 2013).

En las poblaciones asiaticas la frecuencia es mucho mayor, 4-13% (Da
Silva, 2005; Quintero, 2007; Tomaszewska, 2013); reportandose un 10% en la
poblacion japonesa (Nakashima et al. 1986) y del 4.9 al 8.1% en poblaciones

de origen chino (Zhang et al. 1991).

En Europa se reporté una frecuencia de entre 1.5% a 5.3% (Quintero,
2007; Ramirez, 2010).
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Se ha encontrado que este indice se ha incrementado en América
central, reportandose una frecuencia del 8.3% en una poblacion de mexicanos-
americanos (Da Silva, 2005; Ramirez, 2010); en Venezuela, Saturno (1978)
reporté una prevalencia de 4.2% y Betancourt (1986) un 1.3% (Da Silva,
2005); mientras que Medina en el 2010, reporté un 15.03% (Gutiérrez, 2015).
Asi mismo, se han reportado las frecuencias de paises como Brasil con un 17%
en el 2011 y Costa Rica con un 14.35% en el 2012. (Gutiérrez, 2015).

En nuestro pais las frecuencias reportadas han variado, encontrado un
27.4% en Puebla en el 2000 (Gutiérrez, 2015), 35.85% en Monterrey en el
2008 (Gutiérrez, 2015), 17.6% en el 2009 en la Cd. de México (Gutiérrez,
2015), y un 9.6% reportado por Tokunaga en la UNAM en el 2011 (Gutiérrez,
2015); en Hermosillo, Sonora la frecuencia reportada es del 14.5% en el 2013
por Villasana (Gutiérrez, 2015); Talley reporta un 13.3% en un estudio realizado
en la UNAM en el 2007 (Talley, 2007).

La frecuencia puede aumentar notablemente en zonas geogréficas

aisladas en las que abunda la consanguinidad. (Da Silva, 2005).
DIAGNOSTICO

Para los ortodoncistas, las displasias mas dificiles de tratar son las
clases lll, lo que pudiera ser debido a interferencias oclusales funcionales o a
discrepancias esqueléticas entre ambos maxilares, ya sea desde el punto de
vista terapéutico, como en el aspecto de prondstico, pudiéndose encontrar en
denticibn mixta, decidua tardia y permanente. (Pachecho, 2001; Klempner,
2003; Hernandez, 2010). CLASE Ill

La maloclusion clase Ill presenta ' @ &
N

heterogeneidad clinica y puede

encontrarse asociado con variantes
-

morfologicas dentales y esqueléticas. ' ——
> l h, = 4 A4
~

Angle en 1899 realiz6 la primera w )

clasificacion de las maloclusiones,

describiendo la Clase Il como la
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posicion mesial del primer molar inferior con respecto a la cuspide

mesiovestibular del primer molar superior. (Ustrell, 2002).

Actualmente han aparecido muchas otras clasificaciones donde ya no
se tiene en cuenta Unicamente esta referencia; se describe la Clase Ill como
una combinacién de cambios dentoalveolares y esqueléticos en los tres planos

del espacio: transversal, vertical y sagital. (Espinar, 2011).

Las maloclusiones pueden ser debidas a causas dentoalveolares,

esqueléticas o una combinacion de ambas. (Espinar, 2011).

Los individuos con maloclusiones clase Il tienen un componente tanto
esquelético como dentoalveolar, y puede ser causadas por: (Hernandez, 2006;
Nardoni, 2015).

e Una retrusiéon maxilar y una mandibula normal.
e Un maxilar normal y prognatismo.

e Una combinacion de ambos, retrusion del maxilar y prognatismo.

En la literatura se han reportado casos en donde la causa mayoritaria
de este padecimiento es de origen éseo, resultado de un prognatismo. (Staudt
y Killiardis, 2009).

Moyers introdujo el concepto de “Sindrome de Clase IlI”, donde afadio
a la clasificacion de Angle aspectos como la discrepancia de la longitud de
arcada, problemas esqueléticos u 6seos, disfunciones musculares, problemas
dentarios (mordidas cruzadas, anteriores 0 posteriores, con 0 Sin
compensacion dentaria) y perfil facial del paciente, donde destaca el
aplanamiento de la cresta malar, deficiencia del tercio medio facial o la

prominencia del labio inferior. (Espinar, 2011).

El diagnostico de una maloclusién clase lll puede ser realizado con el
uso de la cefalometria de STEINER (Hernandez, 2010) basandose en la

medicion de las siguientes angulaciones:

e Angulo SNA: si se encuentra por debajo de la norma (82°),
podemos encontrar una retrusion maxilar y la mandibula en

norma.
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e Angulo SNB: si excede de la norma (80°), indica prognatismo.

e Angulo ANB: nos indica la relacion existente entre los dos
maxilares, teniendo como norma 2°.

e Angulo SND: las medidas mayores a la norma (76°) indican

prognatismo.

Las caracteristicas cefalométricas que presentan los pacientes clase Il
son: angulo SNA disminuido, base maxilar corta, angulo SNB aumentado y
base mandibular larga, angulo ANB de cero o negativo; base craneal anterior
corta y base craneal posterior larga, angulo gonial obtuso. (Arias, 2002;
Romero, 2010).

Clinicamente, los pacientes presentan una alteracion estética de perfil
céncavo mayor a 175°, mordida cruzada anterior o contacto borde a borde, una
depresion de la region infra orbital (pémulos aplanados), reborde orbitario
hipoplasico (globo ocular por delante mas de 4mm), tercio medio disminuido, el
labio superior puede ser corto o retruido y resalta el labio inferior y barbilla que
da un aspecto de agresividad al gesto facial, desbalance entre el surco nasal y
submentoniana, aplanamiento del surco mandibular, y la ubicacion mesial del
primer molar mandibular en relacion con el primer molar maxilar, ademas de, la
protrusion del incisivo superior y retrusion del incisivo inferior (Warren, 1990;
Arnett, 1993; Czarnecki T, 1993; Proffit y Fields, 2000; Tahnmina, 2000;
Mendez, 2001; Arias, 2002; Klempner, 2003; Romero, 2010).

TRATAMIENTO

El tratamiento para la maloclusion clase Il dependera de la
presentacion clinica de esta, la edad del paciente y el grado de severidad con

que se presente.

El tratamiento para un paciente adulto con maloclusién clase Il
esquelética, requiere descompensacion dentoalveolar y procedimientos
combinados de ortodoncia y cirugia, con el propésito de lograr una oclusién

normal y mejorar la estética facial. (Andrade, 2013).

Aproximadamente el 4% de la poblacion tiene una deformidad

dentofacial que requiere tratamiento ortodéncico-quirdrgico para corregirla,
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siendo una de las indicaciones mas comunes las clases lll esqueléticas
severas, en pacientes que ya no estan en crecimiento. ((Mas-Géslac, 2011;
Andrade, 2013).

La mayoria de las personas con maloclusiones clase Il tienen
problemas dentoalveolares y esqueléticos y solo la minoria de casos podrian
ser tratados solo con ortodoncia. Los pacientes con discrepancias clase Il
esqueléticas severas, frecuentemente son tratados con cirugia ortognética
maxilar, mandibular o bimaxilar en combinacién con tratamiento ortodoncico.
(Barahona, 2006; Andrade, 2013; Avalos, 2014).
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lll. MATERIAL Y METODO
3.1 DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS EXPERIMENTALES.
Se realiz6 un estudio de tipo observacional, descriptivo, analitico.

La poblacién estudiada se seleccioné de los pacientes que acudieron a
consulta a los posgrados de Ortodoncia y Odontopediatria de la Clinica
Odontologica “Benjamin Moreno Pérez” de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autbnoma de Querétaro, y fueron diagnosticados clinicamente con
maloclusion clase Ill, del periodo de enero a septiembre del 2015; asi como
una poblacion control, residentes de la ciudad de Querétaro, formando un total
de 33 triadas familiares (madre, padre e hijo, o hermano en caso de no
encontrarse alguno de los padres), quienes aceptaron formar parte de la

investigacion y firmaron el consentimiento informado.

CRITERIOS DE SELECCION

-CRITERIOS DE INCLUSION

Los participantes fueron seleccionados basandose en los siguientes

criterios:
POBLACION CONTROL:

- Obtencion del consentimiento informado, en caso de ser menor, autorizado

por el padre o tutor.
- Individuos no diagnosticados clinicamente con maloclusion clase Il

- Individuos cuyos familiares directos aceptaron participar y no fueron

diagnosticados con maloclusion clase lll.
PACIENTES CON MALOCLUSION CLASE Il

- Obtenciéon del consentimiento informado, en caso de ser menor, autorizado

por el padre o tutor.
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- Pacientes diagnosticados clinicamente con maloclusion clase Ill, basandose
en la clase esqueletal segun el analisis cefalométrico de Steiner y/o la clase
molar de Angle.

- Pacientes cuyos familiares directos aceptaron participar.
-CRITERIOS DE EXCLUSION
POBLACION CONTROL:
- Individuos mal diagnosticados clinicamente.
PACIENTES CON MALOCLUSION CLASE llI:
- Pacientes mal diagnosticados clinicamente.
- Pacientes con maloclusion clase Ill asociada a algan sindrome.
-CRITERIOS DE ELIMINACION

- Individuos que decidan no colaborar, no firmen el consentimiento informado o

no se presenten a la toma de muestra.

- Individuos que se ser necesario, no se pueda repetir la toma de muestra

epitelial.

- Individuos en quienes no se haya podido obtener una muestra de ADN de

buena calidad.

- Individuos en quienes que presenten anomalias cromosomicas en el locus de

interés.

3.2 METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE
LAS MUESTRAS.

1. Se obtuvo la autorizacion del paciente, padre o tutor, para formar parte de la

investigacién mediante la firma del consentimiento informado.
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2. Se revisO el expediente clinico de los pacientes diagnosticados con

maloclusion clase Ill, que acudieron a la clinica odontolégica “Benjamin Moreno

Pérez” de la FMUAQ en el periodo de enero a septiembre de 2015.

3. Se solicito al paciente y/o familiar responder un cuestionario, que sirvi6 como

registro de las variables sociodemograficas de los participantes.

4. Se recolectd la muestra de epitelio bucal de cada participante mediante el

siguiente método modificado de Aidar My Line S, 2007:

Se solicité a cada paciente realizar cepillado dental, y durante una hora,
no consumir alimentos ni bebidas, asi como no tener contacto oral con
alguna otra persona.

Una vez transcurrida la hora, se solicitd a los participantes colocar una
solucién de 5ml de sucralosa al 3% contenido en un tubo de ensaye
estéril a temperatura ambiente en la cavidad oral, sin tragarlo, realizar
enjuagues vigorosos durante un minuto.

Transcurrido el minuto se depositd la muestra en el mismo tubo de
ensaye, agregandosele 3ml de TNE (17mM Tris/Hcl (ph 8.0), 50mM
NaCly 7 mM de EDTA) diluida en una solucién al 66% de etanol.

5. Una vez obtenidas las muestras, se procesaron para la obtencién del ADN,

mediante el siguiente método modificado de Aidar M y Line S, 2007:

EXTRACCION DEL ADN

Se realizé centrifugacion de las muestras epiteliales obtenidas durante
10 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente.

Posteriormente, se elimind el sobrenadante, se lavo y resuspendio el
pelet en 1ml de una solucién de TNE.

Se centrifugd nuevamente a 2000 rpm por durante 5 minutos v,
nuevamente se elimino el sobrenadante.

El pelet se vortexeo durante 15 segundos y se agregaron 1.3ml de
solucion de Lisis (10mM Tris (pH 8.0), 5% SDS, 5mM EDTA) y 10ul de
proteinasa K (20mg/ml).
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La mezcla se vortexed por 15 segundos a velocidad maxima, seguida
por una incubacion de 12 horas a 55°C.

Después de la incubacion, se transfirieron 700ul a un tubo eppendorf de
1.5ml conteniendo 250 ul de Acetato de Amonio 8M/1mM EDTA.

Se mezcl6 en vortex a méaxima velocidad por 5 segundos.

Se centrifugé en microfuga a maxima velocidad por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Posteriormente se transfirieron 800 ul del sobrenadante a un tubo
eppendorf de 1.5 ml conteniendo 540 ul de Isopropanol. Mezclando 20
veces por inversion.

Se precipito a -80°C por minimo una hora.

Se centrifugd en microfuga refrigerada a 4°C a maxima velocidad por 10
minutos. Se decant6 el sobrenadante.

Se agregd 1ml de etanol 70% frio a -20°C. centrifugnado en microfuga
refrigerada a 4°C a maxima velocidad por 10 minutos.

Se decantd el sobrenadante y se secd el exceso de etanol en toallas
absorbentes limpias. Se dejé secar al aire por 15 minutos.

Se resuspendié el DNA en 100ul de TE.

Se midié la concentracibn de DNA en nanodrop en las siguientes
diluciones 1:25, 1:50 y 1:100.

Se cre6 un banco genético de ambos grupos, control y de pacientes

diagnosticados clinicamente con maloclusién clase lll, con las muestras

obtenidas.

PROCESO DE SELECCION DE SNP

Se realiz6 una busqueda de polimorfismos Unicos de nucledtidos

(SNP’s) contenidos en los genes de interés mediante la informacion obtenida

en el sitio http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/. Los SNP’s contenidos en dichos

genes fueron seleccionados como marcadores moleculares de acuerdo a los

siguientes criterios:

o Que causen un cambio en el marco de lectura.

o No tengan un efecto en el marco de lectura.

33



o Se encuentren localizados en zonas regulatorias (i.e splicing,
3'UTR, 5°UTR).

Se seleccionaron aquellos SNP’s que causan la creacién o delecion de
un sitio reconocido por endonucleasas de restriccion. Este analisis se hizo
mediante el programa nebcutter, disponible en el sitio
http://tools.neb.com/NEBcutter?/.

AMPLIFICACION POR PCR DE LA ZONA DE INTERES

Una vez seleccionados los SNP’s, se disefi6 un par de “primers” para
amplificar la zona alrededor del SNP (un par de primers por SNP) mediante la
técnica de PCR (“Polimerase Chain Reaction” o Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), la cual es una técnica que permite amplificar secuencias
especificas de ADN multiplicando el nUmero de copias que se pueden obtener
de un fragmento de ADN.

Se utilizé como templado el ADN colectado de muestras controles. El
disefio de estos primers se realizdO mediante el programa Primer3 del
Massachusetts  Institute  of  Technology, localizado en el sitio

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cqgi. Una vez disefiados,

se ordeno su sintesis a la compaiiia IDT technologies.
La longitud del fragmento a amplificarse se selecciond gracias a:

1) La presencia de sitios 6ptimos para el disefio de los primers.

2) El numero de veces que aparezca el sitio de restriccion en la totalidad
del fragmento respecto al producido por el SNP. En cada caso se
optimizaron independientemente las condiciones para la amplificacion de

cada uno de los SNP’s escogidos.
ANALISIS POR RESTRICCION

El mapeo mediante RFLP (polimorfismos que afectan la longitud de un
fragmento mediante restriccion enzimatica) es una técnica utilizada para

identificar diferencias en secuencias homélogas de ADN que pueden ser
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detectadas por la presencia de fragmentos de distinto tamafio después de una

reaccion de restriccion con endonucleasas especificas.

Tabla lll.1 Los SNP y las endonucleasas de restriccion seleccionadas para

cada gen.
Gen SN Cambio Enzima
GEN IGF1 rs3730198 CIT Ninguno TspRI
GEN VEGFA rs374253522 A/G R [Arg] = Q [GIn] TspRI
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IV. RESULTADOS

El presente estudio analizo la frecuencia alélica del SNP rs3730198 del
gen IGF1 y del SNP rs374253522 del gen VEGFA en 33 familias queretanas
seleccionadas de la poblacion queretana, por triadas, para validar la frecuencia

de estos alelos, unicamente en el grupo control.

Después de aplicar un cuestionario para obtencion de datos
sociodemogréaficos, obtener el consentimiento informado y realizar la
recoleccion de la muestra epitelial de la cual se extrajo el ADN, se realizo la
seleccion de SNP’s para cada gen y posteriormente una amplificacion de la
zona de interés por PCR y un andlisis por endonucleasa de restriccion se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla IV.1 Frecuencias alélicas encontradas del SNP para cada gen estudiado

en la poblacién control queretana.

Alelo
Tipo de Cambio  Cambio  Alelo Alelo Endonucleasa  Secuencia  encontrado
cambio alélico de corte =1.0

utr utr
IGF1 variante 3 variante  Ninguno C T TspRI CASTG T
prima 3 prima
CGG R [Arg]
VEGFA  Missense = = A G TspRI CASTG G
CAG Q[GIn]
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Imagen IV. 1 Imagen representativa del producto de PCR y de la digestion por
endonucleasa TspRI de la zona que contiene el SNP rs3730198 del gen IGF1
de 3 muestras, donde se obtuvo un fragmento de 1000 bases nitrogenadas; en

este caso se observa que las muestras fueron digeridas por la endonucleasa.

Imagen IV. 2 Imagen representativa del producto de PCR y de la digestion por
endonucleasa TspRI de la zona que contiene el SNP rs374253522 del gen
VEGFA de 3 muestras, donde se obtuvo un fragmento de 200 bases
nitrogenadas; en este caso se observa que las muestras no fueron digeridos

por la endonucleasa.
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V. DISCUSION.

Frazier-Bowers et al. reportaron un estudio de andlisis de linaje realizado
en 4 familias hispanas con integrantes portadores del fenotipo clase Ill, donde
se usaron 500 microsatélites como marcadores. El pedigri y los andlisis de
linaje revelaron que el fenotipo clase Il (principalmente por deficiencia maxilar)
se hereda de forma autosémica dominante, ubicado a los locus 1p22.1, 3926.2,
11922, 12913.13,y 12923 y a los genes IGF1, HOXCy COL2A1, ubicados en
la regidn 12923, como los de interés, al igual que para esta investigacion.
(Frazier-Bowers, 2009, Xue, 2010).

Rao y Guo refieren igualmente el loci 12923 como uno de los sitio de
interés en los estudios de linaje relacionados a este fenotipo. (Rao, 2001,

Frazier-Bowers, 2009).

Baker, Woods y Sutter coinciden al considerar a IGF1 como un gen con
interés bioldgico, localizado en la region 12923, en relaciona al tamafio del
cuerpo mandibular, tanto en humanos, como en ratones. (Frazier-Bowers,
2009).

El proyecto Internacional HapMap, el cual tiene como objetivo crear un
mapa de haplotipos del genoma humano refiere informacién coincidente con la
obtenida en esta investigacion, encontrandose una frecuencia alélica similar
para el SNP rs3730198 del gen IGFL1.

Los datos referentes a la poblacion mexicana, fueron obtenidos durante la
realizacion de la fase Ill de este proyecto, realizada en 1,301 muestras
tomadas de 11 poblaciones. Se seleccion6 un grupo de personas con

ascendencia mexicana que radica en la ciudad de Los Angeles, California.

Aungue el estudio no se realiz6 en una poblacion residente dentro de
nuestro pais, se aseguro que todos tuvieran ascendencia mexicana, y es hasta
el dia de hoy, el Unico estudio que reporta datos referentes a la distribucion
alélica del SNP rs3730198 del gen IGF1 en nuestra poblacion.

Se analizaron 100 muestras de ADN, obtenidas de muestras sanguineas

recolectadas por triadas familiares (padre, madre e hijo). Todos Ilos
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participantes “padres” afirmaron que al menos 3 de los 4 abuelos habian nacido

en México.

Tabla V.1 Datos comparativos de la frecuencia alélica del SNP rs3730198 del
gen IGF1 obtenidos en HapMap MEX y en esta investigacion.

Investigacion Numero de muestras Frecuencias alélicas

HapMap MEX 100 C=0.09000000 T=0.91000003

Brigthton, Gerber y Folkman coinciden al referir que el crecimiento,
reparacién y remodelacién ésea son eventos biolégicos que dependen de la
angiogénesis. Se ha demostrado una relacién funcional entre las células
endoteliales y los osteoblastos durante la osteogénesis y se considera al factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGFA) como un mediador importante de

los procesos angiogénicos involucrados en la fisiologia 6sea. (Rabie, 2002).

VEGFA estimula las células endoteliales para secretar factores de
crecimiento y citoquinas que influyen en la diferenciacion de células

mesenquimales que participan en la osteogénesis. (Triffitt, 1998).

Tomaszewska refiere que VEGFA tiene un rol esencial en la
diferenciacion de los condrocitos, por lo cual se considera un potencial
marcador en la investigacion de las causas genéticas de la maloclusién clase Il

(prognatismo mandibular). (Tomaszewska, 2013).

Actualmente no se encuentran estudios que refieran la distribucién
alélica para el SNP rs374253522 del gen VEGFA para la poblacion mexicana,
por lo que se considera que la informacion obtenida en este estudio es un

punto de partida importante para la realizacién de estudios posteriores.

La frecuencia alélica reportada para dicho SNP en el estudio realizado
por The Exome Aggregation Consortium (EXAC) donde se analizaron a 60,706
individuos con diversidad étnica, incluidos 5,789 individuos con ascendencia

latina, es coincidente con la reportada en el presente estudio.
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Tabla V.2 Datos comparativos de la frecuencia alélica del SNP rs374253522
del gen VEGFA obtenidos en The Exome Aggregation Consortium (ExAC) y en

esta investigacion.

Investigacion Numero de muestras Frecuencias alélicas

60, 706 de los cuales
The Exome Aggregation 5, 789 (latinos) A =0.00000824 G =0.99999177
Consortium (ExAC)
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VI. CONCLUSIONES
Los productos obtenidos gracias a esta investigacion son:

La creacion de un banco genético por triadas, de poblacion control y de
pacientes diagnosticados clinicamente con maloclusion clase 1l residentes del
estado de Querétaro; el cual era inexistente antes de comenzar con este

estudio.

Asi mismo se realizé la validacién de los Polimorfismos de Nucleétidos
Simples rs3730198 del gen IGFl1 y rs374253522 del gen VEGFA en la

poblacién control residente del estado de Querétaro.

Se reportaron las frecuencias alélicas para cada Polimorfismo de
Nucleotido Simple para la poblacion control, informacion inexistente

previamente.

Los resultados obtenidos muestran que los Polimorfismos de Nucleotido
Simple rs3730198 para el gen IGF1 y rs374253522 para el gen VEGFA
presentan homogeneidad en sus frecuencias alélicas, motivo por el cual no
pueden ser utilizados como marcadores de asociacion genética, ya que no
cumplen con la ley del equilibrio de Hardy — Weinberg y no se prosiguié a
realizar el mismo andlisis en muestras de pacientes diagnosticados con

maloclusion clase IlI.

Los datos obtenidos durante la presente investigacion sientan un
precedente en cuanto a estudios de asociacidn genética de la maloclusion
clase lll, ya que se obtuvieron datos inexistentes para la poblacibn mexicana,
que serviran como punto de partida para la realizacion de posteriores
investigaciones y ayudaran a tratar de esclarecer la etiologia de dicha

patologia.
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