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RESUMEN

La Dispiasia Cleidocraneal {DCC), es un padecimiento que presenta un patrén de

herencia autosémico dominante, cuyo fenotipo abarca un amplio espectro que va
desde cuadros clinicos clasicos, hasta casos leves que presentan dientes
necnatales o supernumerarios como Onica manifestacién. Sus principales
caracteristicas clinicas consisten en estatura baja proporcionada, ausencia o
hipoplasia de claviculas, anomalias craneales como fontanelas amplias o
persistentes y abombamiento frontal, defectos dentales como caries, dientes
necnatales o supernumerarios y retraso en la erupcion de dientes deciduales o
permanentes, asi como otros defectos esqueléticos que traducen una falla tanto
en la osificacién intramembranosa como endocondral.

Recientemente se ha determinado que mutaciones en el gen CBFAT (core
binding factor a1), localizado en 6p21, originan la DCC. Este gen codifica un
factor de transcripcion que actda sobre el mesénquima en fase embrionaria
temprana, participando en la diferenciacion de los osteoblastos. Estudios hechos
en grandes series de familias y pacientes con DCC, han demostrado mutaciones
de sentido equivocado y sin sentido, deleciones e inserciones en este gen, que
afectan la funcion del factor de transcripcion CBFA1. La mayoria de ellas son
mutaciones de sentido equivocade dentro del dominio Runt, el cual esta altamente
conservado a lo largo de la evolucién y entre distintas especies. Sin embargo, no
se ha podido evidenciar una correlacion solida entre ef tipo de mutacién y la

severidad de las manifestaciones clinicas. Los estudios en pacientes de distinta



procedencia étnica, han evidenciado una penetrancia del 100%, con expresividad
variable intrafamiliar.

En esta tesis estudiamos dos pacientes con DCC clasica. El analisis
molecular de su DNA reveld dos mutaciones y tres polimarfismos, ninguno de ellos
descrito  previamente. En un paciente se encontré una mutacion de sentido
equivacado en el dominio Q/A en el exén 1 (158 A—T [QS53L])), la cual lleva
tedricamente a un reemplazo de un aminoacido polar por uno no polar, En el otro
paciente se encontré una mutacion poco comun en el coddn de terminacion (1565
G- C[X522Y]), la cual resulta en una proteina de longitud mayor de ia normal con
23 aminoécidos adicionales.

Estas mutaciones se describen en detalle y se discuten las posibles
consecuencias de estos cambios, asi como la trascendencia de futuros estudios

sobre este gen. Nuestros hallazgos expanden el nimero de variantes alélicas

dentro de esta patalogia.

el



ANTECEDENTES

Historia
Las displasias dseas son un diverso y complejo conjunto de enfermedades
hereditarias. La variedad de sus manifestaciones clinicas refieja los mecanismos
basicos del desarrollo 6seo: su organizacidn, ia formacion del hueso y e! cartilago,
su crecimiento y su homeostasis. El descubrimiento reciente de las bases
moleculares de algunos de estos trastormos esqueléticos, ha permitido un
significativo avance para develar Ia raiz de estos procescs (Mundlos et al, 1997),

La Displasia Cleidocraneal {DCC) es una displasia Gsea bien definida, con
hatlazgos clinicos caracteristicos y una forma de herencia autosémica dominante.
Los primeros reportes de pacientes con defectos claviculares aparecen en la
Iiterétura desde 1765 (Martin, 1765), pero probablemente, fue Scheuthauer
(Scheuthauer, 1871) quien describié primerc el sindrome en forma minuciosa.
Marie y Sainton (Marie et al, 1898) acufiaron e! nombre de “dysostose
cléidocranienne héréditaire” para esta patologia. Entre las familias reportadas a la
fecha la méas llamativa (Jackson, 1951) consistia en los descendientes de un
paciente de origen chino llamado Arnotd, quien en Sudafrica tomé siete esposas,
encontrandose que de 356 miembros de esta genealogia 70 presentaban “cabeza
de Arnold” (Bick, 1968) (Ramesar et al, 1996). Existe otra familia reportada por
presentar retraso en la erupcién de dientes permanentes y deciduales, cuyos
miembros actualmente se consideran como probables portadores de DCC

{Arvystas, 1976).



Anteriormente se pensaba que ia DCC sdlo involucraba huesos de origen
membranoso. Recientemente, en investigaciones detalladas, se ha demostrado
que la DCC es una displasia 6sea generalizada, que afecta no sélo las claviculas y
el craneo, sino el esqueleto entero. Por io tanto, la DCC se considera como una
displasia, mas que como una disostosis (Rimoin, 1978).

Caracteristicas Clinicas

Las caracteristicas clinicas de la DCC, han sido revisadas por varios
autores (Cole et al, 1951; Schuch et al, 1967; Jarvis et al, 1974; Gorlin et al, 1890;
Chitayat et al, 1992). La tabla 1 resume los hallazgos clinicos y radiolégicos
tipicos. Este padecimiento presenta un fenotipo que abarca un amplio espectro de
manifestaciones.

El crecimiento craneofacial esta afectado en muchas formas (Jensen et al,
1995; Jensen et al,1993). Existe braquicefalia, el perimetro cefalico esta en limites
superiores sin ilegar a la macrocefalia, hay retraso en la osificacion de huesos del
cranec manifestado con presencia de huesos wormianos, fontanelas anterior y
posterior abiertas, asi como parietales pequenos, dando la apariencia de un
créneo relativamente largo. En algunos preescolares puede observarse un retraso
generalizado en la osificacion del créneo y en casos extremos, los huesos
parietales estan ausentes al nacimiento. El hueso frontal es prominente
acompafiado de hipertelorismo y existe hundimiento medio frontal por defectos en
la osificacién de |2 sutura metdpica. La base del craneo es pequena con diametro
sagital disminuido y foramen magnum amplio. Frecuentemente, los senos
Paranasales son hipoplasicos o estan ausentes. Otros cambios incluyen huesos

nasales pequefios o ausentes, las narinas son antevertidas y cortas y la maxila
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hipoplasica, dando la impresion de hipoplasia media facial con relativo
prognatismo {Jackson et al, 1951}, en ocasiones se observa la mandibula hendida
por retraso en la unién de la sinfisis mandibular. Pueden agregarse a este cuadro
otros datos menos frecuentes como hipoacusia y otoesclerosis.

Frecuentemente, el paladar es alto y arqueado y se presentan hendiduras
en paladar blando o duro. Los dientes pueden mostrar distintas anomalias que son
muy constantes en ta DCC (Jensen et al, 1990), como retraso en ia erupcion de la
dentadura primaria o permanente, dientes supemumerarios, aplasia, raices
malformadas, quistes retenidos, caries e hipoplasia def esmalte. La afeccién dental
es impartante cuando, durante |a adolescencia, hay pérdida progresiva de los
dientes deciduales. Los procedimientos quirtrgicos para promover la erupcion
dental incluyen la extraccién de todos los dientes deciduales y la remocion del
hueso sobre los dientes que no han emergido. La situacidén es bastante
complicada debido a la presencia de multiples dientes supemumerarios que
desplazan a los dientes permanentes en desarrollo y obstruyen su erupcién. El
gran ndmero de dientes supernumerarios, en ocasiones parece una dentadura
terciaria ( mas de 30 dientes extra en alguncs casos } y constituye uno de los
hallazgos mas sorprendentes de la DCC (Hitchin, 1975). Se ha reportado
morfologia dental anormal {Lukinmaa et al,-1995). Por lo general, es necesario un
tratamiento ortoddncico y duirargico a largo plazo con el fin de activar la erupcion y
alinear los dientes permanentes impactados {Becker et al, 1997, Jensen et al,
1992).

Las claviculas son hipoplasicas o estan ausentes, por lo que los hombros

se observan estrechos y caidos y pueden aproximarse facilmente, dependiendo
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del grado de afeccién clavicular. En muchos pacientes no se presenta
discapacidad fisica asociada a este defecto. De acuerdo a observaciones clinicas
de varios grupos (Jarvis et al, 1974; Stocks et al, 1981), la ausencia de clavicula
es rara, mientras que el extremo acromial se encuentra casi siempre afectado, por
io general en forma bilateral. Formas menos frecuentes de afeccién clavicular
consisten en clavicuias fragmentadas en dos o presencia del extremo acromial
con ausencia del esternal. Et segmento faltante puede estar representado por
pseudoartrosis fibrosa ¢ por una cuerda fibrosa, por lo que los pacientes pueden
mostrar hombros normales a la inspeccion, siendo necesario indicar placas de
rayos X para esclarecer esa anomalia. Ocasionalmente, se han descrito pacientes
con claviculas normales (Cole et al, 1951; Stocks et al, 1981).

Los hallazgos radioclégicos también incluyen un térax estrecho, con forma
de campana y costillas cortas y oblicuas, que puede causar dificultad respiratoria
en la infancia temprana (Chitayat et al, 1992}. No son raras las costillas cervicales
o faltantes (Lechelle et al, 1936). Las escépulas en ocasiones son pequefias, con
deficiencias en las facetas acromiales y fosas supraespinosas. Como cabe
esperar, existen deficiencias musculares acompanantes. Se han descrito varios
pacientes con siringomielia, ai parecer su asociacion con DCC es mas frecuente
de lo que generalmente se ha reconocido (Dore et al, 1987). Otras anomalias
acompaiiantes pueden ser espina bifida oculta, escoliosis, espondilolisis,
espondilolistesis y osificacién parcial del hueso hioides {Reed et al, 1993).

La pelvis se encuentra invariablemente alterada e incluso Crouzon y Buttier
(Crouzon et al, 1921) habian propuesto el nombre de “forme cleido cranio-

pelvienne’ para esta patologia. £l incremento en la distancia entre los huesos
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pubicos se debe a retraso en la osificacion durante la edad adulta. Otros cambios
incluyen hipoplasia y rotacién anterior de las alas del iliaco y articulaciones
sacroiliacas amplias, cuello femoral corto y ancho, con o sin coxa vara o vaiga,
acetabulo aplanado, epifisis femorales largas y genu valgum. En las mujeres
embarazadas, las pelvis displasicas frecuentemente requieren cesarea.

Ademas de los datos anteriores, las epffisis son cénicas y el segundo
metacarpiano muestra consistentemente dos centros de osificacion (Jensen, 1990;
Chitayat et al, 1992) La osificacion del carpo es lenta. Los dedos en manos y pies
pueden ser de longitud asimétrica, las uias y las falanges distales frecuentemente
son hipoplasicas. No es raro observar epifisis conicas y cierre prematuro de los
discos epifisiarios, lo cual lleva a acortamiento de otros huesos.

La estatura final estad significativamente reducida. Investigaciones previas
indican que la longitud al nacimiento es normal, pero la estatura cae por debaijo del
2°. percentil entre los cuatro y ocho afios (Kempfle, 1965, Levin et al, 1863). Enun
estudio efectuado por (Jensen, 1990), las mujeres se encontraban mas afectadas
que los varones. |_a estatura puede ser proporcionada, o con extremidades cortas
en relacion con el tronco, siendo esto més aparente en las superiores.

En estudios recientes, se observo en algunos miembros de una familia
Menonita unicamente un cuadro con anomalias dentales, refiriéndose como
fenotipo dental aislado (Zhou et al, 1999) 0 DCC forme frustre. En la misma familia
se encontraron pacientes afectados con DCC clasica. Todos portaban la misma
mutacion.

Los hallazgos clinicos sugieren que el gen responsable no esta activo sélo

durante el desarrollo temprano, sino que también es importante durante 1a etapa
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fetal y el crecimiento postnatal, ya que se implican cambios en la forma y numero

de los huesos (Mundlos et al, 1999).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y

Radiologicas

Clinicas

Crimeo

Braquicefalia

Abombamiento fromtal y parietal
Suturas y fontanelas abiertas
Retraso en el cierre de fontanetas
Prognatismo relativo

Puente nasal deprimido
Hipertelorismo

Térax y hombros
Capacidad de juntar los hombros

Hombros estrechos y caidos
Dificuttad respiretoria en la
temprana

Movitidad incrementada

Pelvis
Seccidn cesdrea

Cofumna
Escoliosis
Xifosis

Manos

Braquidactilia

Dedos en purta

Displasia o hipoplasia ungueal
Pulgares cortos, anchos
Clinodactilia def 5*. dedo

Denticién

Dientes deciduales normales
Dientes supemumerarios
Retraso en la erupcién
Maloclusién

Dientes en empalizada

infancia

Radiologicas

Huesos wormianos mattiples

Engrosamiento segmental det crineo
Suturas no osificadas

Fomaneias persistentes

Cambios dispiasicos en basioccipucio
Hipoptasia de maxila

Retraso en ja mineralizacién

Retraso o ausencia de la calcificacién de los
huesos nasales

Sengs paranasales hipoplasicos

Claviculas discontinuas, aplasicas o
hipoplésicas

Térax en forma de campana
Costillas cervicales

Costillas faltantes

Escépula hipoplasica

Retraso en la osificacidn del hueso pabico
Hipoplésia de las alas del ilion
Adrticulaciones sacroiliacas amplias

Cuello femoral grande

Epifisis grandes

Hemivérebras, acufiamiento posterior
Espondilolisis y espondilolistesis
Espina bifida oculta

Acortamiento de falanges medias y de ill y
IV metacarpianos y metatarsianos

Falanges distales hipoplasicas

Epifisis accesonas en il metacarpianos

|| metacarpianos largos

Epifisis cénicas

Dientes supemumerarios impactados




Diagnostico diferencial

La triada caracteristica de este padecimiento consiste en claviculas
hipoplasicas, fontanelas abiertas y dientes supemumerarios, aunque existe
expresividad variabie, atin intrafamiliar, por lo que uno o dos de estos elementos
pueden faltar. Se debe hacer diagnéstico diferencial en especial con otras
patologias que cursan también con hipoplasia o agenesia clavicular (Hall, 1982).
La Pseudoartrosis congénita de ia clavicula (MIM 118980} est4 entre las mas
comunes. En la gran mayoria de estos casos, la afeccion es unilateral,
predominando en el lado derecho; se presenta en forma esporadica y ninguno otro
hueso esta involucrado.

La Picnodisostosis (MIM 265800) comparte algunas caracteristicas con la
DCC, como retraso en el cierre de suturas y fontanelas, huesos wormianos,
hipoplasia clavicular, dientes permanentes irregulares, anodoncia y retraso en la
erupcién. Sin embargo, en los estudios radioldgicos, el aumento en la densidad
Usea (ostecesclerosis) y |a ausencia de dientes supernumerarios, asi como la
acro-osteolisis de las falanges distales, hacen una rapida distincién entre los dos.
Clinicamente la Picnodisostosis se presenta con patron de herencia autosémico
recesivo y los pacientes exhiben una facies caracteristica. La base de esta
enfermedad consiste en un defecto raro de la funcién de los osteoclastos y se
debe a mutaciones en el gen que codifica la enzima lisosomal Catepsina K.

La hipoplasia clavicular, suturas abiertas y huesos wormianos, también
estan presentes en la Displasia mandibuloacral (MIM 248370), sin embargo, esla

entidad esta caracterizada principalmente por acro-osteolisis de las falanges



distales. Se han descrito una paciente y su hijo con Hipoplasia clavicular (MIM
188550), en la cual no estan otros huesos involucrados.

El Sindrome de Yunis-Varon (MIM 216340) con micrognatia y afalangia
distal, tiene rasgos parecidos a los de la DCC, sin embargo, presenta herencia
autosémica recesiva y es usualmente una condicion letal. Se caracteriza por
retraso en el crecimiento infrauterino, ausencia de succién, suturas y fontanelas
amplias, agenesia o hipoplasia de los puigares de las manos y pulgares anchos en
los pies, ausencia o hipoplasia de claviculas y displasia pélvica. Se puede
distinguir facilmente de la DCC por los pulgares caracteristicos y una estructura
Osea imegular y a veces esclerotica.

La hipoplasia de claviculas se ha reporfado en asociacion con varias
anomalias citogenéticas, las cuales incluyen translocaciones y duplicaciones de
8q22 (Brueton et al, 1992), trisomia parcial 11q (Franke et al, 1977), trisomia
parcial 11q;22q (Nakai et al, 1979) y trisomia 20p (Schinzel, 1980). Sin embarge,
ninguno de estos pacientes exhibia un fenotipo compieto de DCC.

Como |a hipoplasia clavicutar, el retraso en el cierre de fontanelas y suturas
es un signo inespecifico. Las suturas craneales amplias pueden significar un
aumento de la presidn intracraneal o craneosinostosis en otra sutura. Puede estar
presente también en ofros sindromes con alteraciones del crecimiento éseo.
Ademas, las suturas irregulares han sido observadas en asociacidon con
deleciones del extremo distal de 6p (Palmer et al, 1991). Por ofra parte, el retraso
en la erupcion dental sin dientes supermumerarios, es visto frecuentemente en
condiciones con remodelacion osea anomala, como Osteopetrosis y

Picnodisostosis. La falla en la erupcion de los dientes permanentes ha sido
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reportada como un fasgo autosdmico dominante (MIM 125350). Los dientes
Supernumerarios han sido descritos en e Sindrome de Gardner (MIM 1751 00).

En 1975, {Goodman et al, 1975) describieron tres pacientes de dos familias
€on una forma severa de DCC, CUya segregacion sugeria una forma de herencia
autosomica recesiva. Las hallazgos moleculares recientes hacen que esto sea
bastante improbable, estando Ia mayoria de los argumentos a favor de la
presencia de mosaicismo germinal en uno de los padres o de la ocurrencia de
mutaciones de novo en estos casos (Zackai et al, 1997).

Embriologia

Para analizar la stiologia de este padecimiento, debemos recordar que,
embrioldgicamente, existen dos clases de hueso: intramembranoso y endocondral,
con diferencias importantes durante su formacién en la cinética del proceso de
mineralizacidn (Dziedzic et al, 1988).

E! sistema esquelético se desarroila a partir de mesodermo y células de la
cresta neural (Couly et al, 1993 Kontges et al, 1996) (Fig. 1}. A medida que se
forma la notocorda vy et tubo neurai, el mesodermo intraembrionario lateral a estas
estructuras se condensa para formar dos columnas longitudinales de mesodermo
paraaxial, las que al! fin de la tercera semana en embriones humanos, se
segmentan en somitas. Cada somita se diferencia en dos partes: la ventromedial
S€ conoce como esclerotoma y sus células forman las vértebras y las costillas. EI
resto de la somita se denomina dermomictoma, sus céluias forman ios mioblastos

y la dermis de la piel (Moore et al, 1993).



Fig 1. Cores transversales de embriones de diversas
pdades que dustran la formacidn y diferenciacidn temprana
de las somitas. & Embrién presomita (18 dias) que muestra
of mesademo paraaxil del cual derivan las samitas. B,
Embsidn de unes 22 dias. C Embadn de ¢as1 26 dias. La
reglén def dennatomiotorno de la sormita ofigina un Mictkamo
yun dermatoma. D. Ernbrion de casi 28 dias. Las fechas
indican las direcciones de los remanentes de [as somitas y
del tubo reural en relacion 2on 1a notocorda.

Las células mesodérmicas originan el mesénquima, que es tejido conectivo
embrionario laxo. También parte del mesénguima en la regién de ia cabeza deriva
de las células de la cresta neural, que migran hacia los arcos branguiales o
faringeos y forman huesos y tejido conectivo de las estructuras craneofaciales.
Una vez que se han formado las condensaciones mesenquimatosas que
prefiguran cada futuro elemento esquelético, entre los 10.5 y 12.5 dias postcoilo
(dpc) en el ratén, éstos pueden evolucionar hacia una de dos vias (Horton, 1993):

Osificacion intramembranosa. Este tipo de formacion 6sea ocurre en el
mesénquima que formé una capa membranosa. El mesenquima se condensa y se
torna muy vascular, algunas células se diferencian directamente hacia

osteoblastos, que aparecen en el 15.5 dpc del desarrollo del raton (Hall et al,
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1992; Huang et al, 1997). Los osteoblastos comienzan a depositar matriz o
substancias intercelulares que se liaman tejido osteoide o prehueso, luego se
§éparan entre si casi por completo y su contacto se conserva en algunos procesos
muy pequefios. A continuacion se deposita fosfato de calcio en el tejido osteoids,
a medida que se organiza el hueso. Los ostecblastos quedan atrapados en la
matriz y se transforman en osteocitos. Este proceso da origen a los huesos planos
del craneo y la cara y los de las claviculas.

Osificacién endocondral. Es el proceso que da origen al resto el esqueleto a
través de diversos pasos. Comienza con la diferenciacion hacia condrocitos de las
célutas de las condensaciones mesenquimatosas, formando &l “molde de
cartilago” de los futuros huesos (fig. 2). En un hueso largo, la regién de la
formacién 0sea en el centro del cuerpo (posteriormente di4fisis) se liama centro de
osificacién primario. En esta zona, las células aumentan de tamano (hipertrofia),
se calcifica la matriz y luego mueren las células. Al mismo tiempo, se deposita una
capa delgada de hueso bajo e! pericondrio, que rodea la diafisis; de esta manera,
el pericondrio se constituye en periostio. La invasién vascular proveniente del
periostio rompe el cartilago. Algunas células invasoras se diferencian en células
hematopoyéticas de la médula 6sea y otras en ostecbiastos, que depositan matriz
Osea en las espiculas del cartilago mineralizado, el cual es posteriormente
remodelado por la accidén de osteoblastos y osteaclastos (Marks et al, 1996). La
reorganizacion interna dei hueso se lleva a cabo durante toda la vida, Al nacer, los
cuerpos o di&fisis se osificaron en gran parte, sin embargo casi todos los extremos

o epifisis atin son cartilaginosos.
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L}cr.fl.iogo
U Cortiago colcibeado

Umén diofoapifisaria

. Artenas

Conire apifano de
adficocion fsecurann

Conizo gabisano de
Piaca epuinaria nyslwaoan (pumano)

Epifisiy

Diddisn

Epifisis

Fig. 2. Diagramas de osificacién endocondral. A. Modelo cartilaginoso del hueso. B.
Aparece un aniflo superiéstico de hueso. C. Comienza a calcificarse el cartilago. D, Penetra el
mesénguima vascular en el cartilago calcificado. E. En cada unién de diéfisis con epifisis hay una
zona de osificacion. F. En el cartilago epifisario superior penefran vasos sanguineos y
mesénquima. G. Crecimiento det centro epifisario de osificacion. H. Se desarrolia un ¢entro similar
en la placa de cartilago epifisario inferior. 1. Osificacién de la ptaca del mismo. J. La placa de
cartitago epifisario superior se osifica, lo que forma una cavidad medutar 6sea continua.
Modificado de :Bloom W: A textbook of Histology 1986.

En la aclualidad, ademas de las osificaciones intramembranosa vy
endocondral, se reconoce que el tejido condroide, que también se diferencia a
partir del mesénquima, es un factor importante para el crecimiento del esqueleto

(Dhem, 1989).



Busqueda del gen para ta diferenciacion de osteoblastos

Sin importar su origen, las células mesenquimatosas son células
multipotenciales capaces de diferenciarse en tejido muscular, adiposo o
cartilaginoso {Rodan et al, 1997) (fig.3).

Lo anterior lleva a preguntarnos cuales son las sefales que deben existir
para que la diferenciacién hacia uno u otro tejido se ileve a cabo. En estudios in
vivo, se ha visto que estas sefales pueden provenir del ambiente celular
inmediato, via interacciones célula-célula o célula-matriz, asi como por medio de
moléculas difusibles. Estas sefiales externas, al llegar a células receptoras,

disparan vias reguladoras que llevan a la diferenciacién de cada linaje celular.

myoD célula mesenguomestosa
myogenina pluripedmcial £
myfs -

Fig 3. Vias de diferenciacidn de las células mesenquimatosas pluripstenciales.
Modificado de . Rodan GA, Harada S. Cell 1987; B3:677-80.

Al estudiar la via de diferenciacion de los mioblastos se descubrieron los
factores de transcripcion MyoD, miogenina y Myf-5 que establecieron el
importante paradigma de la estructura hélice-vuelta-hélice (Weintraub, 1993).
Estos factores son codificados por los llamados “genes maestros”, que una vez

inducidos realizan la expresion secuencial de otros factores de transcripcion y de
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genes fenotipo-especificos (Rawls et al, 1997). Posteriormente se describieron
factores de transcripcién importantes en la diferenciacién de adipocitos, entre los
que destaca PPARy2 (peroxisome proliferator activated receptor y2) (Tontonoz et
al, 1994). Sin embargo, aun se conacia poco acerca de la via de diferenciacién de
los osteoblastos.

Se encontré que las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs), miembros
de la superfamilia TGFp (transforming growth factor p), estan entre las sefiales
extracelulares que pueden inducir e! fenotipo osteoblastico a partir de las células
mesenquimales pluripotenciales. Las BMPs fueron descubiertas aislandose como
proteinas extraidas de hueso, capaces de inducir la formacion de tejido
cartilaginoso y 6seo cuando se inyectaban por via subcutanea, intramuscular o
periosteal en ratas u otras especies (Reddi,1997). Las BMPs juegan un importante
papel en la morfogénesis y en la determinacion del eje corporal (Graff, 1997) y se
expresan en embriones de ratén en sitios de formacion de hueso y carlilago
(Hogan, 1996). Estas proteinas pueden suprimir la expresion miogénica o
adipogénica e inducir la expresion condrogénica u osteogénica, tanto en células
multipotenciales como en células inicialmente diferenciadas.

Adicionalmente, se encontraron .sélo dos genes gque ceontrolan la
diferenciacidn de los osteoblastos directa o indirectamente, Indian hedgehog (ihh)
y Chfal (core binding factor a1). Tal vez esta escasei de conocimiento pueda
deberse a que los osteoblastos pueden llegar a verse s6lo como un fibroblasto
complejo, ya que [os osteoblastos expresan los mismos genes que los fibroblastos

{Aubin et al, 1996), mas algunos genes extra, tales como los que codifican para [a
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Sialoproteina de hueso y la Osteocalcina. Debido a que esta Ultima es la Unica
proteina verdaderamente osteoblasto-especifica (Hauschka et al, 1989; Desbois et
al, 1994; Ducy et al, 1996), la mayoria de los estudios se concentraron en analizar
al promotor de su gen, mediante la blsqueda de elementos osteoblasto-
especificos que actGan en cis (OSEs).

Por medio de ensayos en ratones, se descubrieron dos elementos
osteoblasto-especificos, OSE1 y OSE2 (Ducy et al, 1995; Towler et al, 1994). El
analisis comparativo de secuencias revel6 que la secuencia nuclear de OSE2 era
similar al sitio de unién a DNA de los factores de transcripcidn relacionados con
Runt/Cbfa, encontrandose una relacién inmunolégica y funcional entre las
proteinas OSE2 y Runt/Cbfa (Geoffroy et al, 1995; Merriman et al, 1995). Al usar
como sonda al dominic Runt de cada uno de los miembros de la familia Cofa
murina y probarla en una biblioteca de cDNA de osteoblastos primarios; se
identificé un solo tipo de transcrito, correspondiente a Cbfal. Su alto nivel de
expresion en osteoblastos fue confirmado por ensayos Northern biot y Western
blot (Ducy et al, 1997; Ducy et al, 1999). Por medio de andlisis de secuencias y
ensayos de unidn a DNA, se localizaron sitios de unién para Cbfa1 en el promotor
de OGT (gene murino de Osteocalcina) y en los genes que codifican Sialoproteina
de hueso, Osteopontina y Colagena lu1. Con estos estudios se confirmé a Cbfa1
como reguiador de fa expresion de estos genes, en experimentos in vitro e in vivo.
(Banerjee et al, 1996; Banerjee et al, 1997; Ducy et al, 1997; Ji et al, 1998;

Jiménez et al, 1999; Porte et al, 1999). También se comprobd que Cbfa1 puede



actuar como un factor de diferenciacion hacia el linaje de los osteoblastos (Ducy et
al, 1997},
La familia de factores de transcripcién con dominio Runt

CBFA1 pertenece a la familia de factores de unidn nuclear con dominio
Runt (Ogawa et al, 1993). También es conocido como PEBP2¢A (polyoma
enhancer binding protein 2aA), AML3 (acute myeloid leukemia 3), Osf2 (osteoblast
spéciﬁc factor 2) y como RUNX2 (runt-related transcription factor 2). Los otros dos
miembros de la familia son l0s genes CBFAZ/PEBP2aB/AML1 (Bae et al, 1993} y
CBFA3/PEBP2aC/AML2 (Levanon et al, 1994; Bae et al, 1995) (fig.4).

En 1995, el comité de nomenclatura de genes decidid utilizar el términc
Cbfa para todos los genes de esta familia (Speck et al, 1995). CBF es un
regulador transcripcional heterodimérico especifico de células T (Wijmenga et al,
1995) que consta de una subunidad a y una B. Se conoce un solo gen que codifica
ia subunidad p llamado CBFB y tres genes que codifican las subunidades a, las
cuales contienen una regidn de 128 aminoacidos conservada evolutivamente y
ltamada dominio Runt por su homolegia con la protei_na codificada por el gen Runt
de la regla par de Drosophila melanogaster {Kagoshima et al, 1993), el cual
desempefia un papel relevante en la formacién del patrén de segmentacién
corporal, la determinacién sexual y el desarrolto del sistera nervioso central
{Ogawa et al, 1993; Kania et al, 1930). Igualmente, el dominio Runt comparte
homologia con el productd de otro gen de Drosophila llamado lozenge (Daga et al,

1996).



Familia de ganes con deminio Runt Cromosoima humane Enfermedad
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Fig. 4. Localizaciones cromosdmicas de los genes con dominio Runty enfermeddes relacionadas.
Los productos de estos genes foman heterodimeros con el coactivador transcripcional CBFB y
raconocen fa secuencia especifica PyGPyGG TPy.

Modificado de:Komuori et al. Curr Opin Genet Dev 1998:8:494.-9.

La subunidad o de estos factores de transcripcion se une al surco mayor del
DNA (Thornell et al, 1988), a través del dominio Runt, previa unién de éste con Ié
subunidad B, llamada CBFB/PEBP2B (Ogawa et al, 1993; Wang et al, 1993), la
cual no interactla directamente con el DNA (Fig.5) (Warren et al, 2000). La
secuencia consenso de unién al DNA es PyGPyGGTPy (Py. plrimidina),
originalmente identificada como un enhancer en el polioma virus (Kamachi et al,
1990) y el virus de |a leucemia murina (Wang et al, 1992). También esté presente
en muchos genes especificos de células T (Satake et al, 1995), en genes
codificantes de las enzimas mieloperoxidasa, neutréfilo elastasa ygranzima By en

muchos genes que codifican citocinas y sus receptores {Komori et af, 1997).
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Fig. 5. Modela de ofentacidn del heterodimera del dominio Runt con CBFB con respecto

a2 la forma B det DNA. Los residucs de arminoacidos mutades en humanos se muestran en
esferas azules. El dominic Runt se muestra en azul claro y CBFB en magenta. £l modelo

es consistente con el concepto de que CBFD no contacta directamente la supericie del DNA.
Modifitado de : Warren et al. EMBO J 2000;19:3004-15.

Existe controversia acerca de si CBFB se une in vivo a CBFA1 para realizar
su funcidn, como ocurre en los otros dos miembros de la familia
(Thirunavukkarasu et al, 1998; Lu et al, 1995). Un dato significativo lo constituye el
hecho de que el gen que codifica a CBFB también esté implicado en
transiocaciones crpmcsémicas en la Leucemia Mieloide Aguda (AML), como
resultado de inv(16)(p13422), t{16;16) y de! (16q22) (Liu et al, 1993).

Los tres genes CBFA mapean en regiones cromosomicas refacionadas con
translocaciones encontradas en leucemias o sindromes mielodisplasicos, y en el
caso de AMLT (Nucifora et al, 1993; Okuda et al, 1996; Wang et al, 1996), se ha
demostrado que una fusién génica, la translocacion (8;21)(q22/922) es causa
frecuente de AML (Speck et al, 1995, Look, 1997). Los genes AMLT y CBFB son
los mas frecuentemente mutados en la leucemia aguda humana (Look, 1997).

Al realizar estudios de cada gen ta familia CBFA, se localizo al gen
PebpZa/Cbfatl en el cromosoma 17 en el raton (Bae et al, 1994; Bae et al, 1985) y

por técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), se situd al gen CBFAT
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en la regién 6p21en humanos (Levanon et al, 1994), confirmandose
posteriormente este dato por otros grupos {Lee et ai, 1997; Zhang et al, 1997).
Funciones y regulacién de Cbfa1

Para que un factor de transcripcién esté implicado en un proceso de
diferenciacién, debe estar presente no solo en las células diferenciadas, sino
también en células progenitoras. Tal es el caso de Cbfa1. Aunque el primer
osteoblasto aparece alrededor del dia 14.5 dpc, la expresion de Cbfat se inicia en
el 10.5 dpc en el primordio dei himero {Ducy et al, 1997). En ei raton silvestre, la
expresion de este gen progresa en todas las condensaciones mesenquimatosas y
en las células de! linaje osteoblastico en estadios posteriores de su desarrollo
(Komori et al, 1997). Es un hecho remarcable que Cbfat se exprese en cada
futuro osteoblasto, independientemente de su origen embrionario y de su futuro
proceso de osificacion, ya que asi representa el evento mas temprano que unifica
a todos los eiementos del esqueleto. Otra caracteristica importante es que, en
cualquier estadio del desarrollo, o adn en la vida postnatal, la expresion de Cbfa 1‘
estd restringida estrictamente a las estructuras del sistema esquelético. En efecto,
ningdn tejido blando expresa el gen a niveles detectables {Ducy et al, 1997).

En estudios recientes acerca de |a regulacion del gen Cbfa? (Alliston et al,
2001), se ha visto que TGF-p inhibe su expresion y la del gen OG71 de
osteocalcina. Esta inhibicion esta mediada por Smad3, que interactua fisicamente
con CBFA1 y reprime su actividad transcripcional. Esta represién ocurre en las
células mesenquimatosas y provee un mecanismo de regulacién central para la

inhibicién de la diferenciacién de los osteoblastos.
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Por medio de estudios in vifro e in vivo (Zhou, 2000), se demosird que
FGF/FGFR1 {fibroblast growth factor/fibroblast growth factor receptor1) regula la
expresion de CBFA1, activando subsecuentemente la transcripcién de sus genes
blanco, incluyendo los de osteocalcina y sialoproteina de hueso. Es posible que
esta regulacién esté mediada por MAPK (mitogen activated kinases), ya que la via
principal para la funcion de FGF esta mediada por estas cinasas (Lemonnier et a,

2000; Opperman, 2000; Webster et al, 1997) (fig.6).

Fig. 6. Esguema de ta regulaciin de la funcidn y expresion de Cbfal. AL: fosfatasa alealing,
Ost osteocaleina, BS:sialoproteina de huesc. Diversos estudios demuestran que las sefiales
Fgfs/Fgirl estan involucradas en ef desarrollo normal de los huesos a fraves de la interccion
Con Cbfal. Se ha documentado una disminudion de la capacidad de unidn de Chialal DNA
después del tratamiento de glucocodicoides. Modificado de: Zhou et al. HMG 2000,9:2001-8.
Aunque e! patron de expresidn y las habilidades transcripcionates in vitro de
Cbfal eran claros indicadores su funcion en la regulacién de la diferenciacion de
osteoblastos, la evidencia genética en ratones y humanos fue la que establecid

inequivocamente su papel critico en este proceso.
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El modelo en ratén

En 1978, un fenotipo similar a la DCC fue inducido en ratones irradiados
Con rayos gamma (Selby et al, 1978), pero fue hasta 1987 cuando se reconocid
como el equivalente del sindrome DCC en humanos {Sillence et al, 1987). En la
década siguiente, dos grupos independientes hicieron otros modelos en ratén por
recombinacién homaloga. Sus resultados fueron los siguientes:

El ratén homocigoto. En 1997 un grupo de investigadores, buscando una
funcién de Cbfa1 en el desarrolic de células T, por medic de técnicas moleculares
practicaron una delecion de este gen en ratones, obteniendo un homocigoto
Cbfal-I- que presentd un fenotipo letal, con muerte neonatal inmediata sin
respirar, peso y talla bajos y extremidades cortas, observando una distribucion
mendeliana de los embriones afectados. El estudio histolégico revelé ausencia
totai de tejido Gseo membranosc y endocondral y retencidn del esqueleto
cartilaginoso sélo parcialmente calcificado. El analisis histoquimico mostré
ausencia de células osteoblasticas, osteoclastos pequefnos aislados y presencia
de celulas hematopoyéticas que normalmente reemplazan cartilago calcificado y
hueso. Por andlisis de Northern blot se identificd una muy baja expresién de fos
genes relacionados con el fenotipo osteoblastico, como son fosfatasa alcalina,
osteopontina y osteocalcina. No hubo evidencia de invasion vascular ni de células
mesenquimatesas en el carilago. Por lo tanto, estos datos sugirieron que tanto la
osificacion  intramembrancsa como endocondral estaban completamente
blogueadas, debido a la detencién en la maduracién de los osteoblastos y
demostraron que Cbfa1 juega un papel esencial en a osteogénesis (Komori et al,

1997) (fig.7A).
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Fig. TA. Ausencia de osificacidn en el ratdn mutante Cbfaf - /- Dia 17 post coito en el ratdn wt (tipo
sivestre), armiba y en el mutante hemoeigoto, abaje. Los embriones estan tedidos con azuk alcian (para
tartitago) y rojo alizarina (para hueso). La osificacién membranesa y endocondral estan ausentes en
Cbifat - i-. Tomado de . Ottg et al. Ceil 1997: 88:765-71.

Fig, 78. Fenotipo esquektico del ratdn hetarocigota
Chia +/ recién nacido.

Ay b) clavictda, ascdpula y extremidad superior del
raidn wi{a) y ++ (b), donde B clavicula es rudmentaria

¥ no existe tubarcsidad del dettoides en el kamaro.
Cyd) neurocraneo de los ratortes wt (¢} ¥ +/- (d). En
esie Wtimo las suturas ¥ fontane!as son amplias, los
huesos parietales e inMterparielales son hipeplasicos y
estén presentes nUMEroS0s hUesos womianos,

E v ) hueso hiides y esterndn con costifas. Se observa
niotdes hipoplasico con retraso en la osificatién en el
raton +- (f comparada con su contrel we (e). E! procesa
xifoideo es més amplio y cuenta cen dos centros de
asificacidn bien separados en ++ () B

Tomado de : Otlo et al. Cell 1987, 88:765-71.
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El ratén heterocigoto. En el modelo Cbfat+i- (fig.7B), se demostré la
presencia de hipoplasia clavicular, retraso en el desarrollo de huesos
membranosos y retraso en la osificacion de huesos del craneo, gque son
caracteristicas tipicas del fenotipo de DCC humana, el cual ademas presenta
dientes supernumerarios. Usando una secuencia gendmica de 7kb y el gen
reportera /acZ, se documentd que la expresion de Chfal, correspondia con los
sitios y tiempo de aparicién de la osteogénesis embrionaria. Por lo tanto, el ratén
heterocigoto es un paradigma para la enfermedad humana (Otto et al, 1997).

De esta manera se corrobord el pape! de Chfa? como presunto factor de
transcripcién en la diferenciacién de osteoblastos, cuya ausencia de funcién no
puede ser compensada por ningun otro factor (Ducy et al, 1997; Ducy et al, 1999).
Las mutaciones en CBFAT causan DCC en humanos

El gen para la DCC, fue localizado en 1995 {Mundlos et al, 1995) en el
locus 6p21. No se observé evidencia de heterogeneidad de locus dentro de las
diferentes familias analizadas. Este hallazgo que fue confirmado por otros grupos
(Gelb et al, 1995; Ramesar et al, 1996; Feldman et al, 1995). En una familia se
encontré una microdelecion, sugiriendo que el fenotipo DCC era causado por
haploinsuficiencia. Esta detecidn y otras descritas en rearreglos de 6p (Nienhaus
et al, 1993), acotaron la region critica a un intervaio de 2Mb entre los genes
TCTE1 y MUT, incluyendo a CBFA1.

En 1897, en base a los hallazgos de Otto en el ratén descritos
anteriormente (Otto et al, 1997), el grupo de investigacidn de Mundlos,
paralefamente al grupec de Lee, procedid a identificar las primeras mutaciones en

el gen CBFA1 en humanos. Se describieron deleciones largas en este gen en tres
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pacientes no relacionados y posteriormente familias que mostraban inserciones,
deleciones o mutaciones inactivadoras de un alelo o que causaban disrupcidn en
el dominio Runt de CBFA1. En una famitia con DCC, con alteraciones
craneofaciales leves y una forma especifica de braquidactilia, se encontré que las
personas afectadas portaban 27 alaninas en vez de 17 en el dominio Q/A. Se
asumid que esta expansion podia actuar de manera dominante negativa en la
funcitn de {a proteina (Mundtos et al, 1997; Lee et al, 1897).

Con la posible excepcidn de la expansion de alaninas, puede predecirse
que todas las mutaciones identificadas por estos grupos levan a una pérdida
parcial o completa de la funcién de la proteina CBFA1. Estos datos indican que las
mutaciones en CBFA1 segregan con el fenotipo DCC y que la presencia de un
solo alelo funcional es suficiente para producir los hallazgos clinicos
caracteristicos de esta patologia {(Mundlos et al, 1997).

El grupo de Zhou intentd correlacionar el tipo de mutacion con la expresion
clinica en 26 pacientes. La mayoria de ellos presentaban mutaciones de novo de
sentido equivocado, afectando los residuos conservados dentro del dominio Runt.
Como consecuencia, no se obtenia unidn al DNA ni transactivacion del gen
reportero utilizado. Estas mutaciones y las que producian terminacion prematura
en el dominio Runt, segregaban con el fenotipo clasico de DCC, debido a abolicion
de la funcidn de transactivacion de la proteina mutante con la consecuente
haploinsuficiencia. Por medio de estudios funcionales, se demostraron dos
mutaciones hipomorficas y dos mutaciones relacionadas con expresividad variable

intrafamiliar, incluyendo anomalias dentales sin afeccidn clavicular. Sus resultados
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en conjunto demostraron que la pérdida variable de funcién debida a disrupcion de
los dominios Runt y PST, iieva a expresividad clinica variable (Zhou et al, 1999).

El grupo de Quack analizé 42 pacientes no relacionadeos. En ellos
identificaron una serie de mutaciones de sentido equivocado en la arginina-225
(R225), que se sitoa dentro del area responsable de la sefializacién nuclear de la
proteina. Mediante estudios in vitro demostraron que ias mutaciones en R225,
interfieren con la acumulacidn nuclear de la proteina CBFA1. Por lo tanto, se
propuso a este residuo como elemento crucial para la funcién del gen. No se
enconiré  diferencia fenotipica entre pacientes con mutaciones distintas,
sugiriendose que la DCC es generalmente causada por haploinsuficiencia (Quack
et al, 1999).

En forma interesante, el mismo grupo describid a un paciente con DCC
seévera, con una mutacion que ocasiona un corrimiento de marco de lectura en el
codon 402. El paciente, masculino de 24 anos, presentaba escoliosis,
osteoporosis y fracturas recurrentes desde Ia nifiez. Esto proporcioné la primera
evidencia de que CBFA1 puede ayudar a mantener los huesos en ios aduitos,
ademas de su funcion durante el desarrolio intraembrionario {Quack et al, 1999).
En las Tablas 2 a 8 se enlistan las mutaciones reportadas del gen CBFAT,

Los estudios de mutaciones descritas en CBFA1 . en pacientes de distinta
procedencia étnica, evidenciaron una penetrancia del 100%, con expresividad
variable intrafamitiar (Quack et al, 1999: Zhou et al, 1899; Zhang et al, 2000). Se
cbservé que casi invariablemente se afecta la porcion distal de la clavicula. Sin
embargo, hasta la fecha, no se ha podido establecer una clara relacién fenotipo-

genotipo,
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2. Missense / nonsense

Accesion
Number Codé6n Nucledtido AminoAcido Referencia
CM392831 113 CTC-CGC Leu-Arg 108
CMoo2832 118 hoos Ser-Arg 108
CM992833 121 TTC-TGC Phe-Cys 108
CM992507 146 cGGA-TGA Gly-Term 33
CM992608 169 CGG-CAG Arg-Gin 33
CMS70230 175 ATG-AGG Met-Arg 86
CM992608 190 CGG-CAG Arg-GIn 33
CMO70231 191 AGT-AAT Ser-Asn 86
CM992610 193 aCGA-TGA Arg-Term 33
CM992611 199 TTGa-TIC  Leu-Phe 33
cmeazstz 200 L Thr-Ala 33
CM993114 205 ACA-AGA Thr-Arg 108
CM992613 209 CAA-CGA Gin-Arg a3
CM992614 225 CGG-CAG Arg-Gin 33
CMO92834 225 ICGG-TGG  Arg-Trp 108
CM970232 297 TGGH-TGA  Trp-Term 107
CM982615 391 aCGA-TGA Arg-Term 33
3. Inserciones
Accession Nucleotido Codén Insercion  Referencia
Number
1992788 90 30 C 33
1993085 1127 376 T 108
C1993086 1205 402 C 108
Cl1993282 1379 460 C 108




4. Deleciones

Accession

Number COdén Delecién Referencia
CD992742 132 CTGGCGCATGCaacAAGACCCTGC 33
CD983028 160 GGCGGGTMAACaTGAAAATTAT 108
CD972111 179 AACCAANMGTAGeaaggttcaaCGATCTGAGA 107
CD992743 184 GTTCAACMGATAHGAGATTIGTG 33
CDg992744 211 AAGTAMGCTACCTATCACAGAG 33
CD993029 274 TCTGCACCAAGTCCTTTTAAT 108
CD992745 294 ACAGTCTATCCcCGCCGTGGTC 33
CD993248 295 TCTTCCAMCCGCcGTGGTCCTAT 108
CD993030 304 CTTACACCCTCCTACCTGAGCC 108
CD993249 385 ACTGAGMAGCCgCTTCTCCAAC 108

5. Rearreglos complejos
6escﬁpci6n Referencia
4Dgel. 18 bp Ins. 34 bp nt. 145 cd. 107
GT-TC nt 366-367, L122L C123R 108

6. Deleciones grandes
Descripcidon Referencia
173 bp nt 220
(mutacidn descrita a nivel de DNA 33
gendémico)
7. Splicing
Accession IVS* Donador/ localizacion Substitucion Referencia
Number Aceptor  relativa

CS982700 5 ds +1 G-T 33
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* Salto del exdn 5 dentro de! marco de lectura.

8. Expansiones
Accession Secuencia Rango Rango
Number amplificada Normal Patoiégico Referencia
CE972855  GCK (en region 17 Ala 27 Ala 107
codificante)
Estructura de CBFA1

we o [

QA €

Fig. 8. Representacion esquemdtica det gen CBFAY. Las cajas representan los exanes (E). Los dominics de
activacion de ka proteina se encuentran en ¢olor amarilo y los de represién en verde, £ dominio Runi es
representado en azul. Q/A” repetfidos de glutaminaralanina, NLS: sefial de localzacidn nuclear, PST: regidn
rica en prolinakserinafireonina, YWRPY: motivo ¢-terminal.

Modificado de: Ducy P. Dev Dyn 2000; 219:461-71,

El gen CBFA1 esta constituido por ccho excnes (fig. 8) que ocupan una
region de 130 kb, pertenece a la familia de genes con dominio runt, homélogos al
gen runt de Drosophila melanogaster (Bae et al, 1995). La proteina CBFA1,
presenta un dominio funcional en el extremo amino-terminal, que contiene una
serie de repetidos de poliglutamina y poliadenina (dominic Q/A), seguido por el
dominio de homologia con runt y un dominio rico en prolina-serina-treonina
(PST), el cual consiste en dos subdominios, el amino-terminal con capacidad
transactivadora y el carboxilo-terminal con capacidad para reprimir la

transactivacion. El extremo carboxilo-terminal consiste en un motivo VWRPY que
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Sé encuentra evolutivamente conservado en todas las proteinas con homologia a
runt de todas las especies analizadas hasta ahora. La funcién de este motivo
podria ser la union con proteinas correpresoras, como las proteinas homdlogas de
Groucho en Drosophila (Stifani et al, 1992).
Funcién de CBFAfen la condrogénesis

La hipoplasia clavicular es una de las principales caracteristicas de DCC.
Huang y colaboradores estudiaron el desarrolio de la clavicula en ratones con
fenotipo silvestre y con displasia (Ccd / +). En el ratén Ced, se lleva a cabo la
condensacion inicial de las céluias tallo mesenquimatosas, pero no existe
diferenciacion a células precursoras. Lo anterior resulta en ausencia del “molde”
cartilaginoso para las claviculas. Con estos datos, se demostré que Cbfat es un
factor regulador crucial en la diferenciacién de las células tailo mesenquimatosas
en {os precursores tanto de hueso como de cartilago (Huang et al, 1997).

Posteriormente, Inada vy Kim encontraron en el ratn deficiente de cbfat
leves anomalias de la diferenciacion de los condracitos. En su fémur y himero, se
encontraron condrocitos inactivos y en proliferacion, sin embargo, habia carerncia
de condrocitos hipertréficos y de expresion de colageno tipo X. Debido a que cbfa1
se expresa en los condrocitos hipertréficos, este trastorno en su maduracién
podria ser el resultado directo de una funcién de Cbfal en el control de su
diferenciacién terminal (Inada et al, 1999: Kim et al, 1999).
Funcién de CBFA1 en la odontogénesis
El desarrollo dental comienza con sefales locales que emanan del ectodermo oral
¥ que inducen cambios moleculares en el ectomesénquima derivado de la cresta

neural. Distintos intercambios de sefiales moleculares entre el ectodermo dental y
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el mesénquima regulan la morfogénesis dental y culminan con la diferenciacién de
odontoblastos, ameloblastos y cementoblastos y la formacion de dentina, esmalte
y cemento respectivamente (Thesieff et al, 1996; Thesleff et al, 1997)

Se ha encontrado que Chfa! también se expresa en amelobiastos,
observdndose que en la odontogénesis, regula las interacciones
epitelio/mesénquima que controlan el avance de la morfogénesis y la

diferenciacion histalégica del esmalte (D'Souza et al, 1999).
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JUSTIFICACION

La Displasia Cleidocraneal es un padecimiento de descripcion molecular
reciente, que no ha sido estudiado en poblacién mexicana. Aungue no esta
determinada su frecuencia en nuestra poblacién, en los Ultimos afios, el servicio
de Gensética de Hospital General de México ha atendido varios casos de pacientes
con Displasia Cleidocraneaf cldsica y algunos casos no clasicos que podrian
requerir analisis a nivel molecular para mejor precision en su diagnostico. De los
casos estudiados, se buscd una correlacion fenotipo-genotipo, ademas de
establecer las caracteristicas genéticas de los cuadros clinicos no cldsicos de

DCC.

OBJETIVOS

o0 Realizar la busqueda de mutaciones en el gen CBFAT en pacientes con
diagnéstico clinico de Displasia Cleidocraneal, mediante anélisis molecular

de su DNA.

o Establecer una correlacién entre la localizacién y tipo de mutaciones y la

severidad del cuadro clinico de la enfermedad en cada paciente.
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SUJETOS Y METODOS
Pacientes
Se realiz6 estudio molecular en dos pacientes con diagndstico clinico de
Displasia Cleidocraneal que fueron captados en el servicio de Genética del
Hospital General de México y en el departamento de Genéetica del Instituto
Nacional de Pediatria.

Caso 1

Paciente de 10 afios, sexo femenino, valorada a los cuatro afios de edad
por presentar retraso en el cieme de fontanelas y suturas abiertas. Padres sanos
no consanguinecs, con antecedente de un hijo menor con onfalocele y un hijo
mayor sano. Se documenté el antecedente de infecciones respiratorias de
repeticion e hipoacusia conductiva, y la indicacion de adenoidectomia vy
septoplastia. Desde el nacimiento presentd catarata anterior en el ojo derecho,
efectuandose pruebas de funcion metabdlica, las cuales resultaron normales tanto
en la paciente como en sus padres. A la exploracion fisica se encontraron peso,
talla y perimetro cefatico dentro del 3er percentil. Se observé la presencia de
braquicefalia con fontanela anterior abierta, pestafias largas, nariz corta y ancha,
filtrum corto. Los dientes eran pequefios y en empalizada y el paladar alto. Los
hombros eran estrechos y la paciente era capaz de aproximarlos faciimente. Se
observé también térax estrecho.

Por medio de estudios radiolégicos se identificd la presencia de huesos
wormianos en craneo, ausencia de cierre de fontanelas, aplasia bilateral de

claviculas, térax en cono y retraso en la osificacion vertebral.
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Caso 2

Paciente del sexo masculino con 16 afios de edad, producto de la cuarta
gesta de padres sanos no consanguineos, con ¢inco hermanos normales. Contaba
con antecedente de identficacion al nacimiento de fontanelas amplias,
asumiéndose el diagnéstico de Hidrocefalia Congénita, siendo manejado con
conducta expectante. Acudié a nuestra consulta por presentar talla baja y retraso
en la erupcidn dental. A la exploracién fisica se encontraron los siguientes datos:
estatura baja proporcionada, abombamiento frontal y parietal bilateral, fontaneia
anterior persistente, pico de viuda, implantacién de cabello baja posterior,
hipertelorismo, puente nasal deprimido, base de la nariz ancha, I6bulos auriculares
prominentes, filtrum largo, retraso en la erupcion dental, caries dental severa
generalizada, dientes en empalizada y paladar alto. También presenté hipoacusia
conductiva leve bilateral, cuello corto, hombros estrechos con capacidad de
aproximarlos facilmente, térax estrecho y clinodactilia de quintos dedos de ambas
mangs.

Sus hallazgos radiologicos incluian huesos wormianos, ausencia de
claviculas, hipoplasia maxilar, ausencia de desamrollo de senos frontales, falanges
distales hipopldsicas en ambas manos y falanges medias hipoplasicas. También
se identifico espina bifida oculta y retraso en la osificacién de huesos pubicos.

Para ia realizacién de este esludio se obtuvo consentimiento informado {ver

Anexo 1) de los padres de ambos pacientes.
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Fig. A. Paciente 2. Radiografia de craneo que muestra Fig. B, Paciente 2. Radingrafia de térax mestrando
La presencla de fontanela antetior abierta, huesos la espina bifida oculla y ausencia de claviculas.
womiangs, dientes supemumnerarios y mandibula hendida.

Criterios de inclusién:
Uno o mas de los siguientes:

1.- Agenesia o hipoplasia de claviculas involucrando tercio externo, uni ©
bilateral.

2. Retraso en el cierre de fontanelas ylo la presencia de huesos
wormianos.

3.- Anomalias dentales incluyendo dientes neonatales, supernumerarios o
retraso en la erupcion de dientes deciduales o permanentes.

4.- Otros defectos esqueléticos: Retraso en la osificacion de huesos
pubicos, escoliosis, anomalias vertebrales, costillas cervicales, escapulas
peque_ﬁas, dedos de longitud asimétrica, osteoporosis.

Criterios de exclusion:

Otras displasias 0seas.



Métodos
Aislamiento de DNA gendémico de sangre periférica

Se llevd a cabo mediante una técnica modificada de dos métodos
previamente descritos (Buffone et al, 1985; Kempter et al, 1992) con algunas
modificaciones (Cuevas et al, 1998). Se extrajo asépticamente 3 m! de sangre
periférica en un tubo Vacutainer con EDTA (acido etilendiaminotetrascético) como
anticoagulante. Se coloco la sangre en un tubo cénico de15 ml, se agregd un
volumen igual de amortiguador TTS (Tris 10mM pH 7.6, Triton 1% viv, Sacarosa
300 mM) invirtiendo el tubo varias veces. Se centrifugé a 3000 rpm durante 8 min
y se decantd el sobrenadante. Se agrego al botdn 1ml de amortiguador TTS, se
agitd y se transfirio a un microtubo de 1.5 ml. Se agitd hasta homogenizar y se
centrifugé a 12,000 rpm durante 2min. Se decanté el sobrenadante, se agregé al
botén 1m! de amortiguador TTS, se agitd y se centrifugd a 12,000 rpm durante 2
min. Se repitid el paso anterior 2-3 veces. Se agregé al botén limpio 570 pl de
NaCl 5mM, se agité durante 2 min, se agregd 30pl de SDS 10% (dodecil suifato de
sodio) y se agitd durante 5 min. Se adicioné 200 ul de NaCl (cloruro de sodio)
saturado y se agito durante 10 min. Se centrifugd a 11,500 rpm durante 15 min a
4°C. Se decanto el sobrenadante a un tubo de ensaye de 13x100 mm estéril. Se
afadié 2 ml de etanol absoluto a -20°C para precipitar el DNA. Se tomé el DNA
con una varilla de vidrio, se enjuagé con etanol al 70% ¥ se dejo secar al aire. El
DNA se resuspendid en 350 ul de agua estéril en un microtubo a bafio Maria a
B0°C durante 2 h, La muesira de DNA se conservé a -20°C, manteniendo una

alicuota de 100 ul a 4°C.

38



Procesamiento de las muestras de DNA genémico
Todas las muestras de DNA obtenidas se procesaron de la siguiente manera:

(1) Se asigné una clave de identificacion por padecimiento seguida de un
numero progresivo y de! afo en curso. En cuanto a los controles, los
masculinos tuvieron la clave CM y los femeninos la CF.

(2) La calidad y concentracion de! DNA gendmico extraido en cada muestra
se cuantificd mediante dos técnicas: electroforesis en gel de agarosa y analisis
especirofotométrico.

La primera de ellas consistié en analizar un gel de agarosa muy deigado al

0.8% tefiido con bromuro de etidio. En el se aplicé una alicucta de {as muestras
problema (de concentracién desconocida) junto con un estandar de concentracidn
conacida y se separaron por electroforesis. El gel se analizd en una lampara de
luz UV y mediante la comparacion de la intensidad de las bandas con el patron se
caiculd ja concentracién de las muestras.

El andlisis por espectrofotometria se basa en dos longitudes de misidn:
260nm para cuantificar acidos nucleicos y 280nm para proteinas. El factor de las
lecturas 260/280 nm> 1.8 se refiere a un DNA no degradado y libre de proteinas.
Para el célculo de DNA en ng/mi=[(DO a 260nm){0.05)/1000] (Sambrook et al,
1989).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR}

Por medio de la técnica de PCR se amplificd el marco de lectura abierta de!

gen CBFAT1 . Los pares de oligonucledtidos utilizados fueron los disefiados por

Quack y colaboradores (1999) y fueron sintetizados en una casa comercial
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(Accesolab, México), llevandose a una concentracién final de 100uM. Para cada

muestra se preparé una reaccidn estandar de 50 ul (Sambrook et al, 1989) que

contenia;

dNTPs (1mM cada uno) 4 nl (80 uMy

oligonucledtidos (10 pM) 1 ul de cada uno

Amortiguador 10X (MgCl> 1.5mM) | 5pl (1X)

Ampli Taq DNA polimerasa 0.2ui (1U)
DNA gendmico (100 ng/ul) tul (100 ng)
H20 estéril cbp 50 pl

Para los exones uno y siete se adiciond DMSO 5% debido a su alto
conlenido de G-C. Simultaneamente, por cada muestra de paciente se
amplificaron dos muestras controles y una muestra blanco. Todas las reacciones
se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Perkir‘l
Elmer) con el siguiente programa: Previa desnaturalizacién a 95°C durante 5
minutos se sometieron las muestras a 35 ciclos de: 94°C-1 minuto, 60°C-1.5
minutos y 72°C-1.5 minutos con una extensién final de 72°C por 7 minutos.
Andlisis electroforético de los productos de PCR

Los productos de PCR se verificaron por electroforesis en ge! de agarosa al
3.0% en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001M pH 7.6-8.0), tefido
con bromuro de etidio al 0.0002%, incluyéndose un carril con un marcador de peso

molecular (escalera de 100pb, GIBCO BRL).
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Elucién de productos de PCR a partir de geles de agarosa

Después de una reaccién de PCR los productos necesitan purificarse para
eliminar contaminantes que pudieran interferir posteriormente en la secuenciacién
del DNA. Este método se realizd utilizando un estuche comercial (QIAEX I,
QIAGEN) siguiendo tas instrucciones del fabricante. Ei protocolo esta disefiado
para la purificacién de fragmentos de DNA de 40 pb a 50 kb a partir de geles de
agarosa de 0.3-20% (agarosa estdndar o de bajo punto de fusion) en
amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001M pH 8.0) o TBE (Tris-borato
0.045M, EDTA 0.001M pH 8.0).

E! fragmento de DNA se corté del get de agarosa con un bisturi estéril,
eliminando el exceso de agarosa, y se transfirié un microtubo de 1.5 ml estéril. Se
pesd y se le adiciond 3 volumenes de amortiguador QX1 (ef. 300 ul de
amortiguador para 100 mg de agarosa). Enseguida se agrego 3-5 p! de la solucion
QIAEXII (suspension recién preparada) por cada microgramo de DNA. La reaccién
se incubd a 50°C durante 10 min para solubilizar la agarcsa y permitir el enlace del
DNA a las perlas de silica de la solucidn QXII. Se mezclé mediante vortex para
mantener el QUIAEX [l en solucién. Se centrifugd a 13,000 rpm/1 min y se
desechd el sobrenadante mediante una micropipeta. Se lavo el precipitado con
500 ul de amortiguador QXI, se resuspendié por vorex y se centrifugo
nuevamente. Se eliming todo el sobrenadante con una micropipeta (en este paso
se retiraron los residuos de agarosa contaminante). Pasteriormente, se lavo el
precipitado con amortiguador PE 2 veces para eliminar los residuos de sales). El

botén se seco al aire durante 10-15 min o hasta que el precipitado se viera blanco.

41



Finalmente, para eluir el DNA se adiciond 20 pi de H,Q estéril y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min. Pasado este tiempo, se centrifugd durante 1min
y se colectd el sobrenadante (que ahora contenia al DNA) a un microtubo estéril.
El DNA purificado se almacené a -20°C.
Secuenciacién de DNA

La reaccién de secuenciacion se llevé a cabo empleando un paquete
comercial (ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit,
Perkin Elmer) y siguiendo las instrucciones del proveedor para el anafizador
genetico ABI PRISM 310.

La reaccion de secuenciacion directa se realizé en un microtubo estéril de

200 ! y se mezclaron los siguientes reactivos:

Big Dye Terminator kit 8.0 ul
Templado de DNA (producto de PCR, 30(3-6ul

| ng/ml)

| Oligonucledtido 3.2 pmolas
Hz0 estéril cbp 20 pi

La mezcla de reaccion se coloco en un termociclador Gene Amp 2600 PE y
se procedio a la amplificacién de la secuencia como sigue: 25 ciclos a 96°C/10
seg, 50°C/ 5 seg y 60°C/4 min. Se procedid a la purificacién del producto
amplificado mediante columnas de filtracién en gel (Spin Columns).

Purificacién del producto de secuenciacion por columnas de filtracién en gel
(Spin Columns)

La columna (Centrisep) se colocd sobre su base y se le retiré |a tapa. Se

reconstituyo el gel (sefarosa G-50 de grano medio) en 800 ul de H;O estéril, se

tapo la columna y se invirtio varias veces, evitando la formacién de burbujas. Se
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dej reposar 30 min a temperatura ambiente antes de usarse. Una vez que el gel
sedimentd, se destapd la columna, se retird de su base y se colocd sobre un
microtubo para drenar el exceso de liquido. La columna se centrifugé a 3000 rpm
durante 3-4min para eliminar el fluido intersticial. Se coloco en un microtubo
colector estéril y etiquetado. Se aplicaron 20 pl del producto de PCR sobre la
sefarosa de la columna, sin tocar las paredes o dafiar el gel. Finalmente se
centrifugé ta columna con el tubo colector a 3000 rpm durante 6min. Se guardé la
muestra purificada en el tubo colector y se deseché la columna utilizada.

La muestra purificada se seco al vacio a temperatura ambiente. Se
resuspendié en 12 pl de amortiguador de carga TSR (test-supressor-reagent). Se
mezcld por vortex y se centrifugé brevemente. La muestra se desnaturalizo
mediante calentamiento a 95°C durante 5 min e inmediatamente se colocd en

hielo hasta el momento de aplicarla en el secuenciador automatizado ABI PRISM

310.
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RESULTADOS

Analisis Mutacional

En la region codificante del gen CBFA? se identificaron dos nuevas
mutaciones, la primera en el exén uno y la segunda en el exon siete. Ademds se
observaron tres polimorfismos, ninguno de los cuales habia sido descrito.
Caso 1

El andlisis secuencial de los ocho exones del gen CBFA1 revelé una
mutacion heterocigota de sentido equivocado en et exén 1, dentro del dominio Q/A
(158 A—T [Q53L)), que da en consecuencia un reemplazo de la glutamina 53 por
una leucina,
Caso 2

Se identificd una mutacién de codén de terminacidn posterior al motivo
VWRPY. Esta mutacion poco comin (1565 G—C[X522Y]) cambia la sefial de paro
(UAG) por una tirosina (UAC) llevando tedricamente a una continuacién de la
traduccion de 23 tripletes en la region no codificante 3', hasta que se encuentra el
siguiente coddn de terminacién.
Polimorfismos

Se detectaron tres nuevos polimorfismos. Uno de ellos se localizd en el
exén 1, dentro del dominio Q/A, donde se observé que ocurre una transicién
silenciosa de A—G en el DNA de ambos pacientes y en todos los controles (240
A—G[P80P]). Ei segundo se identifico en el exdn 6 en el paciente B y en un DNA
control quienes portaban un cambioc C—T en el nucleStido 1038 (1038

C—T[A346A]). Finalmente, la tercera mutacién sitenciosa fue encontrada en todos
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pacientes y controles (15557 A—~G[T519T]}, consistente en un cambio A—G enia

region C-terminal del dominio PST.

g TAT;!TGGTGC

>

WAGCAGCATCTACAGLAGGAGCA  RCCAGCAAACAGCAGC AGLAG s e tan
100 110 126 190 110 120 g? { ! ; i

CONTROL 1 CONTROL 2

| | N
r@aafg CcoOC C s AT

AT AOUMIGT CHONT CRCACT T CT OCCT
a

GLTEEGCOGLOE 6E 6 QL ThRC
180 199 200
GCA-GCE RCC-RCT CGR-CGG

Fig. C. Arriba: en el caso 1 se observa la secuencia sentido del exfin 1, donde se sprecia la mutacidn
de sentido equivacado CAA—CTA En el caso 2 se presenta la cadena antisentido del exén 7, la
flecha sefalz la substitucidn TGA—TCA. Ala detecha se muestran sus respactivos controles.
Abajo: se sefiatan ios 3 polimorfismes descritos en lag exones 1, 6y 7 de izguierda a derecha.
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DISCUSION

Los datos encontrados en estudios moleculares anteriores del gen CBFAT
(Tablas 2-8), han demostrado que la mayoria de los pacientes con fenotipo clésico
de DCC son portadores de mutaciones de sentido equivocado, que afectan el
dominio Runt y por lo tanto, la capacidad de unién al DNA del factor de
transcripcion codificado. (Lee et al, 1997; Mundlos st al, 1997; Quack et al, 1999;
Zhang et al, 2000). Sin embargo, en este estudio se describen dos pacientes con
fenotipo clasico de DCC que presentan mutaciones en los exones extremos del
gen {uno y siete}.

En ambos casos, no fue posible realizar el analisis molecular del DNA de
los familiares en primer grado, sin embargo, fueron valorados clinicamente en
busqueda de cualquier manifestacion de DCC no encontréndose evidencia de
ésta. Por lo anterior se podria inferir que ambas mutaciones ocurrieron de nove en
tos casos indice.

En el caso 1, se encontré una mutacién de sentido equivocado en el
dominio Q/A (1568 A—T [Q53L)). Esta mutacion yace dentro de un tracto que
normalmente consta de 28 residuos de glutamina seguido de una serig
ininterrumpida de 17 residuos de alanina, junto al extremo N-terminal del dominio
Runt. Este cambio consiste en el reemplazo de un aminoacido polar (glutamina
§3), por uno no-polar {leucina). Es de suponerse que esta mutacion lleve a la
proteina a una pérdida del grupo amino de la glutamina, que normaimente puede
actuar como un buen aceptor de electrones para formar puentes de hidrégeno.

Otra posible consecuencia seria que esta sustitucién intercale un residuo no polar
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dentro de un tracto polar de glutaminas altamente conservado a lo largo de la
evolucion y entre especies. En estudios previos se ha visto que la proporcion de
residuos de glutamina parece ser mas importante que la estructura completa en
este tipo de dominios de activacién (Turner et al, 1998}. Por lo tanto, existe la
posibilidad de que esta mutacion de sentido equivocado afecte la funcion de
activacion del dominio Q/A. También se ha demostrado (Thirunavukkarasu et
al,1998) que dentro del dominio Q/A de la proteina silvestre, es el tracto de
poliglutamina el que confiere la mayoria de las funciones de transactivacion, Lo
mismo ha sido observado en numerosos factores de transcripcion (Gerber et al,
1994).

La mayoria de los dominios de activacion de los factores de transcripcion
presentan una de tres estructuras tipicas: (a} &cida (abundante en &cidos
glutadmico y aspartico); (b) rica en prolina, y (¢) rica en glutamina, como es el caso
del gen CBFA1 (Winter et al, 1998; Tumner et al, 1888). Dada su importancia, es de
esperarse que una disrupcion heterocigota en CBFA1 que afecte su dominio de
activacion Q/A, pueda comprometer la funcién biolégica de esta proteina, es decir,
flevar a una alteracion en la diferenciacién de los osteoblastos.

En el paciente 2 se demostrd una mutacién del coddén de paro (1565
G—C[X522Y]) en el dominio PST codificado por el exdn siete de CBFAT. Debido a
esta substitucion, la traduccion de la proteina tedricamente acabara en el siguiente
triplete de terminacion que se encuentre en fase dentro del marco de lectura. Este

corrimiento conlleva a la sintesis de una proteina mas larga con 23 aminoacidos

adicionales en su extremo C-terminal.
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Las mutaciones de codén de paro son muy raras y se sabe poco acerca de
Su expresion in vivo e in vitro. Uno de los ejemplos mejor estudiados es ef de 1a a-
talasemia, de la cual se ha descrito una familia de cinco variantes de la cadena o
de la hemoglobina. Todas ellas difieren en la posicién 142 al presentar diferentes
sustituciones de bases en el codén de terminacion {Weatherall et al, 1975). El
mecanisma por el cual estas mutantes causan o-talasemia ain no ha sido
elucidado, pero es probable que el mRNA sea inestable, debido a una
transcripcién inapropiada de una secuencia en la region 3° no traducida, como ha
sido postulade para Hb consTanT sprinG , UNA variante de esta familia (Weiss et al,
1995; Scriver et al, 2001),

Otra mutacién de codén de terminacion ha sido descrita en la
Picnodisostosis (X330W), un error innato en la degradacion de la matriz 6sea
debido a una actividad deficiente de la proteasa lisosomal Catepsina K. El defecto
enzimatico reduce la capacidad de Ios osteoclastos para remover la matriz
organica, lo que causa una remodelacion y crecimiento dseo inadecuados. Esta
entidad patolégica comparte algunas manifestaciones dlinicas con la DCC
(Scriver et al, 2001). En el analisis de expresion de la mutante (X330W)} no se
reconocieron niveles detectables de la molécula de Catepsina K, a pesar de la
presencia de un nivel constante de transcritos (Gelb et al, 1996). Los autores
sugirieron que la proteina mutante era altamente inestable (Weiss et al, 1995;
Hunt et al, 1982).

Quack y colaboradores describieron un paciente con un fenotipo DCC

particularmente severo, con fragilidad dsea y osteoporosis, causado por una
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mutacién de corrimiento de marco de lectura en CBFAT, la cual condujo a la
generacion de un producto proteico con 87 residuos adicionales. Los autores
propusieron dos posibilidades: 1) que la proteina mutada pudiera actuar en una
forma dominante negativa por medio de su union al promotor del gen blanco, sin
ser capaz de activar o reprimir, o alternativamente 2) que los 87 aminoécidos
adicionales en el extremo carboxilo-terminal pudieran proveer nuevas capacidades
represoras a la proteina CBFA1(Quack et al, 1989).

Todos los ejemplos anteriores son mutaciones que resultan en ausencia de
una proteina funcional, ya sea por inestabilidad del RNA mensajero o de la
preteina, o por un efecto dominante negativo de [a proteina mutada. Estudios de
expresion especificos para la mutacién de codén de paro encontrada en este
estudio, permitirian confirmar el mecanismo patolégico que actua en este caso.

El espectro fenctipico de fa DCC ha sido recientemente ampliado por los
analisis de las mutaciones segregadas en forma familiar. Actualmente, se puede
considerar que el cuadro clinico incluye un amplio espectro fenolipico que puede ir
desde un fenotipo dental aislado hasta las formas severas de la enfermedad.
Tomando en cuenta la expresividad variable de esta patologia, se debe hacer una
valoracion completa de los pacientes con DCC asi como de sus familiares de
primer grado, con el fin de otorgar un asesoramiento genético adecuado.

Este es el primer estudio realizado en el gen CBFAT en pacientes
mexicanos, por lo que en el futuro puede ser ampliado captando un mayor namero
de pacientes y determinando la frecuencia de este padecimiento en nuestra
poblacion. También pueden realizarse ensayos de expresidn para comprobar las

consecuencias de las mutaciones encontradas,
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El esqueleto estd compuesto de multiples elementos de diversos origenes,
la mayoria de los cuales estan formados por dos tejidos, carilago y hueso y cada
uno de elios tiene sus propios elementos celulares: el condrocito en el cartilago y
el osteoblasto y osteoclasto en el hueso. Finalmente, cada uno de estos tipos
celutares tiene su propia via de diferenciacion, sus funciones fisioldgicas y, por lo
tanto, sus patologfas. Una caracteristica del hueso reside en su fisiologia. La
resorcion ésea, llevada a cabo por el osteaclasto, ocurre a lo largo de toda la vida
en individuos saludables y ocasionalmente durante la reparacion de fracturas, y se
encuentra en balance con la formacion ésea de novo en el proceso que llamamos
remaodelacion.

Recientemente, se ha comenzado a entender a nivel molecular el control de
la resorcibn ésea y es muy posible que el estudio de [a funcign del gen CBFAT
permita un mejor esclarecimiento. También queda para investigaciones
posteriores el estudio de la regulacion de Ia expresion de CBFAT, si puede ser
farmacolégicamente controlada y si esto tendria implicaciones terapéuticas, por
ejemplo en la osteoporosis, la cual podria ser tratada por estimulacion de la

formacion dsea.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo otorgo mi consentimiento

para que me sean practicados los estudios genéticos considerados en el
proyecio de investigacién “Andlisis de Mutaciones en el gen CBFA7T en
pacientes con Displasia Cleidocraneal.” Se me ha explicado que mi
enfermedad, llamada Displasia Cleidocraneal, es causada por una alteracion
genética que ocasiona un desarmolio anormal de los huesos y que por medio de
estudios en mi material genético se pueden conocer las alteraciones que dieran
origen a mi padecimiento. Ademas, eslos estudios pueden reconocer personas
en mi familia con riesgo de heredar la enfermedad a sus hijos. Se me ha
explicado con detenimiento que mi participacién consiste en que me sean
extraidos con jeringa 3 ml de sangre venosa, procedimientc que no ocasionard
molestias mayores. Ademas se me ha asegurado que la informacion obtenida en
este estudio y relacionada con mi patrimonio genético no sera divulgada ni usada
para otros fines que no sean los establecidos en el proyecto de investigacion

mencionado.

ATENTAMENTE
Nombre

Fima
Médico Responsable

Firma

Testigo 1

Firma

Testigo 2

Firma

México, DF., a de de
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ANEXO 2

BASES DE DATOS ELECTRONICAS

GenBank, http:/iwww.ncbi.nim.nih.gov/Entrez/index html, {Accession

numbers AFQ01443-AF001450).

Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM (TM). Johns Hopkins
University, Baltimore, MD. MIM Number: 119602, 118980, 265800,248370,
188550,216340, 125350, 175100: agosto, 2001. World Wide Web URL:

http:/fwww.ncbi.nim.nih.gov/iomim/.

Pub Med. Nationat Library of Medicine. hittp:#fiwww3.ncbi.nim.nih.gov/htbin-

post/Entrez/.
Frontiers in Bioscience. http:/fiwww.bioscience.org/vitalink.htm,

Geneatlas: Gene Database. http:/ibisance.citi2 fricgi-

binffiche?/DISD=1&SYMB=RUNX2.
Genecards (Weizmann). http://bicinfo.weizmann. ac.il/cards/index htm|.

HGNC. HUGO Gene Nomenclature Committee.

http:/iwww.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/.
Swiss-Prot. http:/Awww. expasy.ch/sprat/sprot-top.html.

HGMD. Human Gene Mutation Database.

http:/farchive.uwcm.ac.uk/uwem/img/hgmdo. htmil.
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