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RESUMEN:

Las fisuras orofaciales no sindrdmicas (FOFNS) son el defecto del desarrollo
craneofacial mas comuan a nivel mundial y en Chile. Se producen debido a una
alteracion en la fusion de los tejidos que dan origen al labio superior y el paladar
durante el desarrollo embrionario, afectando la estructura y conformacién normal

de la linea media facial.

Estas malformaciones se describen como multifactoriales, donde participan
factores genéticos y ambientales, dentro de los cuales podemos mencionar el bajo
consumo de folatos como uno de los mas relevantes. En distintos paises se han
impulsado politicas publicas para aumentar el consumo de folatos en
embarazadas, las cuales han dado resultados favorecedores, sin embargo en
Chile, a pesar del aumento del consumo de estos nutrientes en la poblacion de

madres embarazadas, no ha disminuido significativamente la tasa de FOFs.

Por otra parte, en pacientes con FOFs se han descritos variables genéticas
implicadas en el metabolismo del folato, que podrian estar involucradas en el
desarrollo de este defecto de nacimiento, y que podrian estar relacionadas con

estos resultados poco satisfactorio en la poblacién chilena.

En este estudio, utilizando el disefio de trios casos-progenitores con muestras de
pacientes de la region metropolitana con fisura labiopalatina no sindromica
(FL/PNS), se evalu6 la asociacion del polimorfismo rs8032039 del gen MTFHS
implicado en el metabolismo del folato con esta patologia y su interaccion con el
polimorfismo rs1979277 del gen SHMT1 el cual ha mostrado ser un factor

protector para la expresion del fenotipo en esta misma poblacion.

Los resultados de este estudio muestran que el polimorfismo rs8032039 del gen
MTHFS se asocia al riesgo de FL/PNS en la poblacién chilena, pero solo en
varones. Por otra parte, al evaluar la interaccion con el polimorfismo rs1979277 del
gen SHMT1 no se observé interaccion entre estos dos genes, por lo tanto, el
desarrollo de esta patologia no estaria afectado por la interaccion de estas

variables polimorficas.



Los resultados entregados en este estudio nos ayudan a comprender parte de la
etiologia de esta malformacion, la influencia del sexo de los individuos y orientar
investigaciones futuras sobre el rol de variantes en otros genes involucrados en el

metabolismo de folatos en estos defectos de nacimiento.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Fisuras orofaciales (FOFs)

Las fisuras orofaciales o fisuras labio palatinas, son malformaciones
craneofaciales congénitas, que se producen debido a una alteracion en la fusion
de los tejidos que dan origen al labio superior y el paladar durante el desarrollo
embrionario. Afectan la estructura y conformacion normal de la linea media facial,
e incluyen la fisura labial aislada, la fisura palatina aislada y la fisura labiopalatina,

gue en todos los casos puede ser uni o bilateral (MINSAL, 2015).

Las personas con FOFs pueden padecer problemas con la deglucion, la
alimentacion, el habla, la audicién y la integracion social, por lo que se requiere un
manejo multidisciplinario, que incluye ginecologos ecografistas enfermeras,
cirujanos  plasticos e infantiles, maxilofaciales, otorrinolaringélogos,
fonoaudidlogos, genetistas, psicologos, odontopediatras, ortodoncistas,

kinesiélogos, entre otros (Dixon et al., 2011).

Epidemiologia

Las FOFs son una de las malformaciones mas comunes a nivel mundial y se
presentan en promedio en 1 de cada 700 recién nacidos vivos (RNV)(Brito et al.,
2012). Esta prevalencia presenta una amplia variabilidad segun el origen
geografico, los grupos raciales y étnicos, asi como las exposiciones ambientales y
el estado socioeconémico de las poblaciones analizadas. Las poblaciones
asiaticas y amerindias tienen las tasas de prevalencia de nacimientos mas altas,
aproximadamente 1/500 RNV, las poblaciones de origen europeo tienen tasas de
prevalencia intermedias de 1/1000 RNV, y las poblaciones derivadas de Africa
tienen las tasas de prevalencia mas bajas de aproximadamente 1/2500 RNV
(Mossey & Little, 2009). En Chile la incidencia es de 1 cada 650 nacidos vivos, lo
gue convierte a este defecto de nacimiento en un problema de salud publica
(Rivera & Arenas, 2013).



La frecuencia de las fisuras también difiere segun el sexo y la lateralidad: en
hombres es mas comun encontrar fisuras que involucran el labio y paladar, y en el
caso del sexo femenino es mayor la proporcion de fisuras palatinas aisladas. En
relacion a la lateralidad hay una proporcion 2:1 de fisuras del lado izquierdo versus

el derecho entre los casos de fisura labial unilateral (Shkoukani et al., 2013).

Desarrollo embrionario

El desarrollo de las estructuras faciales comienza en la 4 “ semana de gestacion
cuando las células de la cresta neural migran para formar los cinco primordios
faciales: la prominencia frontonasal (PFN), los procesos mandibulares (PM), y los
procesos maxilares (PMX). Las prominencias faciales reciben un importante
aporte de las células de la cresta neural, derivadas del ectodermo en los
margenes de los pliegues neurales bilateralmente y el area de transicion entre el
neuroectodermo y la epidermis; estas se ubican de manera segmentaria a lo largo
del tubo neural (Burg et al., 2016). Las células de las cresta neural migran hacia
los complejos craneofaciales y faringeos debido a eventos inductivos entre el
cerebro anterior, medio y posterior, cuya sincronizacion esta determinada por un
patron de sefalizacion de los genes Hox, Ssh, Otx, Gsc, DIx , Msx, Lhx y Prrx
(Chai & Maxson, 2006) Las alteraciones en la migracion o proliferacion de las
células de la cresta neural van a producir diversas malformaciones craneofaciales
dentro de las cuales podemos encontrar las FOFs (Hall, 1999)(Eppley etal.,
2005).

Después de que se forman las prominencias faciales, las placodas nasales se
invaginan para formar los procesos nasales mediales (PNM) y laterales (PNL).
Durante la 62y 72 semanas de gestacion, ocurre la combinacion de los procesos
nasales laterales con el proceso maxilar y luego se fusionan con el proceso
medial, formando el labio superior y el paladar primario (Jiang et al., 2006). Para
esta fusion se requiere un crecimiento coordinado entre las prominencias y la
apoptosis del epitelio que forma el puente nasal transitorio (Mangold et al., 2011)

La falla en el crecimiento o la fusién de estos procesos da como resultado fisuras



orofaciales que involucran el labio superior, los alvéolos y/o el paladar primario
(Jiang et al., 2006).

El paladar secundario comienza a desarrollarse en la 72 semana de
embriogénesis, cuando los procesos palatinos emergen a partir de los procesos
maxilares. El proceso palatino inicialmente crece verticalmente a lo largo de los
lados de la lengua, pero luego se eleva a una posicion horizontal a medida que la
lengua desciende (Gritli-Linde, 2007). El crecimiento continuo conduce a la union
del proceso palatino en la linea media seguida de fusién a lo largo del epitelio del
borde medial (MEE). La fusién del paladar secundario ocurre desde anterior a
posterior, comenzando en el foramen incisivo y concluyendo con la fusion de la
Gvula. La fusion exitosa del paladar secundario da como resultado una separacion

completa de las cavidades nasal y oral.

Las fisuras del paladar pueden surgir debido a fallas en cualquiera de los pasos,
incluida la elevacion, migracion o fusion de los procesos (Gritli-Linde, 2007), lo que
puede deberse a factores genéticos, mecanicos o teratogénicos que alteran los

procesos de crecimiento, rotacion y fusion (Afshar & Helms, 2012).

La fisura del paladar primario ocurre con mayor frecuencia entre el paladar
primario y el secundario, a la altura del foramen incisivo, el cual separa los
incisivos laterales y los caninos. Las posibles causas de las fisuras que han sido
identificadas hasta el momento son: la deficiencia de mesénquima, una osificacion
tardia, la disminucién del volumen de la premaxila, el aumento de la apoptosis o el

aumento de la reabsorcion 6sea (Burg et al., 2016).

Etiologia

Las fisuras orofaciales aisladas sin otras malformaciones ni sindromes asociados
(FOFNS) se describen como multifactoriales, donde participan factores genéticos,
ya que hay un antecedente familiar en un 20 a 30% de los casos, y factores
ambientales, tales como farmacos, nicotina, alcohol, enfermedades cronicas de la
madre, déficit de folatos, estrés, entre otros, todos criticos durante el primer
trimestre de la gestacion (MINSAL, 2015).



Factores de riesgo genéticos en la FL/PNS.

Se ha demostrado que las fisuras labio palatinas tienen un componente genético
basado en su alta tasa de recurrencia en familias de individuos afectados. Los
estudios de gemelos también han demostrado que los gemelos monocigéticos
presentan tasas de concordancia mayores que los gemelos dicigéticos (Burg et al.,
2016).

Los factores de crecimiento implicados en el desarrollo orofacial pertenecen
principalmente a cuatro familias: la familia del factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), la familia Hedgehog (HH), la familia Wingless (WNT) y la familia del factor
de crecimiento transformante beta (TGFR), que incluye las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs) y las activinas (Carinci etal., 2007).
Alteraciones en esas familias y sus vias de sefalizacion pueden dar origen a

defectos disruptivos orofaciales de diversa complejidad (Rivera & Arenas, 2013).

Sumando a esto, debemos tener en cuenta que el desarrollo de la linea media
facial esta regulado por la expresion de multiples genes y vias de sefializacion que
han sido implicados con la expresion de las FLP/NS, en humanos, tales como
TGFA, FGF8 y FGFR1, TGFB3, BMP7, MSX1, IRF6, los que presentan tanto
variantes asociadas al fenotipo o mutaciones potencialmente causales (Rivera &
Arenas, 2013).

Factores de riesgo ambientales

Multiples factores de riesgos ambientales se han identificado en el desarrollo de
las FOFNS. Los principales incluyen la exposicion materna al humo del tabaco, el
alcohol, los corticosteroides, anti convulsionantes y estrés fisiolégico materno
(Rivera & Arenas, 2013), ciertas deficiencias nutricionales debido a la baja ingesta
de cobalaminas y folatos, ambas vitaminas pertenecen al complejo B, las que se
encuentran estrechamente relacionadas en el metabolismo de un carbono (Shaw
et al., 2013).
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Metabolismo de Folatos

El folato es una vitamina esencial del complejo B soluble en agua, que se
encuentra particularmente en frutas y verduras, especialmente en legumbres y

verduras de hoja verde oscuro (Li et al., 2016).

Los animales no pueden sintetizar estos folatos de novo, por lo que el consumo de
plantas ricas en estas o de derivados sintéticos como el &cido félico son el
principal recurso de obtencion de estas vitaminas en animales (Imbard et al.,
2013). La importancia de la ingesta materna de &cido fdlico/folatos se ha
demostrado al observar que la suplementacion periconcepcional con esta vitamina
se asocia con una disminucion en el riesgo de FOFs de 36% a 75% (Wilcox et al.,
2007).

Las coenzimas de los folatos funcionan para aceptar y transferir unidades de un
carbono (1-C) que intervienen en la sintesis, la interconversion y la modificacion
de nucledtidos, aminoacidos y otros componentes clave de la célula (Bowman &
Russel, 2003), asi como también en la metilacion del DNA (Mentch et al., 2015).
La metilacion del DNA es una modificacion epigenética capaz de regular la
expresion génica sin cambiar la secuencia del material genético y son heredables
tanto en la division celular como de padres a hijos. Alteraciones en este patron de
metilacion se han asociado con las FOFNS (Sharp et al., 2018), lo que podria

explicar la relacion entre el metabolismo del folato y estos defectos del nacimiento.

Los factores que pueden afectar negativamente al metabolismo de 1-C
dependiente de los folatos son: el consumo insuficiente del nutriente, su menor
biodisponibilidad, los polimorfismos genéticos relacionados con el transporte y
metabolismo de esta vitamina y las interacciones con diversos nutrientes y
farmacos (Bowman & Russel, 2003). Estudios observacionales y meta-analisis han
encontrado resultados consistentes entre la asociacion de la metilacion diferencial
y el riesgo de fisura labio palatina, en bebes de madres expuestas al tabaco,
déficit de folatos y obesidad (Sharp et al., 2018).
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La deficiencia de folatos ha sido vinculada a cambios en la metilacion del ADN de
la sangre del cordon umbilical neonatal, a través de su papel como coenzima del
metabolismo de un carbono, el folato estd directamente involucrado en la
transferencia del grupo metilo en el proceso de metilacion del DNA. Lo que pone
en evidencia que la deficiencia tanto de consumo de folato, y/o alteraciones de su
metabolismo podrian resultar en posibles factores de riesgo para las fisuras labio

palatina no sindromicas.

Ciclo futil del folato

Se ha descrito que el denominado “ciclo futil del folato”, permite mantener un
metabolismo normal del carbono durante etapas de alta tasa proliferativa como el

desarrollo embrionario y neoplasias (Girgis et al., 1997).

El ciclo futil del folato incluye la conversion de 5-formiltetrahidrofolato (5-FTHF) en
5,10-meteniltetrahidrofolato  (5,10-CHTHF) por 5,10-metaniltetrahidrofolato
sintetasa (MTHFS) en presencia de ATP. 5,10-CHTHF se convierte a su vez en 5-
FTHF por la serina hidroximetiltransferasa citoplasmatica (SHMT1). En una
reaccion dependiente de NADPH, el 5,10-CHTHF se reduce a 5,10-
metilenetetrahidrofolato (5,10-CH2-THF), un sustrato posteriormente reducido a 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) por MTHFR, este ultimo folato es necesario para la
remetilacion de la homocisteina y la posterior sintesis de S-adenosin-metionina
(SAM), identificado como el principal compuesto que dona grupos metilo para la

metilacion de ADN, histonas y otras proteinas. (M. Field et al., 2007).

Por lo tanto, el "ciclo futil" catalizado por SHMT y MTHFS puede cumplir funciones
reguladoras controlando las concentraciones de 5-FTHF (la forma més estable de
folato reducido), y regulando asi el flujo de las unidades de carbono. MTHFS ha
sido sugerido como un objetivo para el desarrollo de agentes anti proliferativos
porque afecta las concentraciones celulares de 5-FTHF que estan reguladas por el
ciclo inatil. 5-FTHF se sintetiza a partir de metenilTHF en una segunda reaccion

catalizada por SHMT1 (M. Field et al., 2007).
12



Es importante mencionar que estd demostrado que el ciclo fatil de 5-FTHF es
fundamental para mantener la estabilidad de la red del metabolismo del carbono

mediado por folato (Misselbeck et al., 2019).

Metilentetrahidrofolato sintetasa (MTHFS)

La proteina codificada por este gen es una enzima que cataliza la conversion de 5-
formiltetrahidrofolato a 5,10-meteniltetrahidrofolato, un precursor de folatos
reducidos involucrados en el metabolismo del carbono. Un aumento de la actividad
de la proteina codificada puede dar como resultado un aumento de la tasa de
rotacion de folato y el agotamiento del folato (Genetic Home Reference,
(Reference, s. f.). (Misselbeck et al., 2019)

MTHFS ayuda a regular el flujo de carbono a través de la red metabdlica de un
carbono dependiente de folato que suministra carbono para la biosintesis de

purinas, timidina y aminoacidos.

Las interrupciones en esta red metabolica pueden resultar de polimorfismos de un
solo nucleotido, o de baja concentracion intracelular de folatos y/o de otros
factores ambientales. Las aberraciones en el metabolismo del folato aumentan el
riesgo de patologias tales como canceres epiteliales, anomalias del desarrollo,
como fisuras labiopalatinas y enfermedades cardiovasculares (M. Field et al.,
2007; Salamanca et al., 2019).

Serina hidroximetiltransferasa citosolica (SHMT1)

Este gen codifica la forma citosdlica de serina hidroximetiltransferasa, una enzima
gue contiene fosfato de piridoxal que cataliza la conversion reversible de serina y
tetrahidrofolato a glicina y tetrahidrofolato de 5,10-metileno. Esta reaccion
proporciona unidades de un carbono para la sintesis de metionina, timidilato y
purinas en el citoplasma, desempefiando un papel clave en la induccion de la
metilacion de genes y sintesis del DNA. El funcionamiento anormal de SHMT1

puede afectar a la progresion celular (Wang et al., 2015).
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Una microdelecion en la region del cromosoma que contiene MTHFS ha sido
detectada en pacientes con fisuras labiopalatinas y otros defectos craneofaciales.
Ademas, se ha asociado un SNP de este gen con el riesgo de FLP/NS en una
poblacion de ascendencia mexicana en Estados Unidos (Blanton et al., 2011).
Solo un estudio ha asociado SNP de SMHT1 vy fisura palatina no sindrémica en

una poblacién noruega (Boyles et al., 2009).

Basado en los antecedentes descritos anteriormente en este trabajo de tesis, se
estudio la asociacion entre el polimorfismo del gen MTHFS (rs8032039) y el riesgo
de fisuras labio palatinas no sindrémicas en la poblacion chilena. Esta variante (del
tipo SNP) es menos frecuente en un grupo de 96 casos chilenos con este mismo
fenotipo, con relacién a una muestra de 208 controles (Odds Ratio 0,53; p=0,002,
datos no publicados). Ademas, se analiz6 la interaccion de esta variante con el
polimorfismo funcional rs1979277 (p.Leud474Phe) del gen SHMTL1, que ya ha sido
demostrado que tiene un efecto protector para la expresion del fenotipo en la
poblacién chilena (Salamanca et al.,, 2019). Este analisis se realiz6 usando el
disefio de trios caso-progenitores, que es insensible a la estratificacion poblacional
por origen étnico, que afecta los resultados de los estudios de asociacion de casos

y controles (Santos et al., 2002).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS.

El riesgo de fisura labiopalatina no sindrémica en pacientes chilenos esta asociado
a una variante polimorfica del gen MTHFS, que a su vez interactia con un

polimorfismo del gen SHMT1, ambos participantes del metabolismo del folato.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la asociacion entre la variante polimérfica rs8032039 del gen MTHFS y el
riesgo de fisura labiopalatina no sindrémica en la poblacion chilena (FL/PNS) y su
interaccion con el polimorfismo rs1979277 del gen SHMT1 en la expresion de este

fenotipo usando el disefio de trios caso-progenitores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Identificar la asociacion entre el polimorfismo del gen MTHFS (rs8032039) y el
riesgo de fisuras labio palatinas no sindromicas en la poblacion chilena usando el

disefio de trios caso-progenitores.

2.- Analizar la interaccion de las variables polimorficas rs8032039 de MTHFS y
rs1979277 del gen SHMT1 en el riesgo de fisuras labio palatinas no sindromicas

usando el disefio de trios caso-progenitores.

15



METODOLOGIA.

Sujetos

La muestra estuvo conformada por 119 trios caso-progenitores no relacionados para
un total 357 individuos (238 progenitores y 119 casos). Estos individuos fueron
reclutados durante los afios 2017 y 2018, entre pacientes con FOFNS en
diferentes hospitales de la region Metropolitana: San Borja Arriaran, Roberto del
Rio, Exequiel Gonzalez Cortés y la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Entre los casos, el 33% son del sexo femenino y un 31% tiene historia
familiar previa de FOFs. A todos los participantes de esta investigacion (o a su
representante legal en el caso de los menores de edad) se les informé sobre este
estudio, los que aceptaron participar voluntariamente y firmaron un consentimiento
informado aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile (Anexos 1, 2 y 3). Para el grupo de casos, los criterios
de inclusion para esta investigacion fueron: pacientes chilenos de estos hospitales
gue tuvieran FL/P (fisura de labio con o sin fisura de paladar) uni o bilaterales, y
gue no estuviesen asociadas a un sindrome u otra malformacion, en base al
diagnostico de un meédico genetista. Los criterios de exclusion usados fueron
pacientes cuyas madres hayan estado expuestas durante su embarazo o
practicado alguno de los factores conocidos causantes de fisuras orofaciales
(consumo de warfarinas, fentoina y alcohol), y que el paciente sea extranjero o
tenga padres y/o abuelos extranjeros. A todos los participantes se les tomé una
muestra de hisopado bucal, las que se enviaron al Biobanco de Tejidos de la
Universidad de Chile (BTUCH), en donde se extrajo el DNA gendmico usando el
protocolo comercial (QlAamp DNA Blood Mini Kit; QIAGEN), y se almacenaron.
Para la realizacion de esta tesis se solicitdo la cantidad necesaria DNA a este

centro para la técnica de genotipificacion.
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Obtencién de los genotipos de los polimorfismos

La variante rs8032039 del gen MTHFS fue genotipificada con ensayos de
discriminacion alélica usando sondas Tagman (Applied Biosystems, codigo del
ensayo C__ 3075961_10) en una plataforma de PCR en tiempo real (StepOne,
Applied Biosystems), en base a las indicaciones del fabricante. En el caso de la
variante rs1979277 (SHMT1) los genotipos fueron extraidos de los datos de una
publicacién previa de este mismo grupo de investigacion (Salamanca et al. 2020),
usando la misma tecnologia de sondas TagMan PCR en tiempo real (c6digo del
ensayo C__ 3063127_10).

Andlisis Estadistico

Las frecuencias alélicas para estos polimorfismos fueron estimadas utilizando tanto
los genotipos parentales como de los casos usando proporciones simples. Para
evaluar el patron diferencial de la transmision de los alelos de progenitores a
progenie afectada en la muestra de trios-casos progenitores se empled el test de
desequilibrio de transmision (TDT, (Spielman et al.,, 1993), implementado en el
paquete STATA 15.0. La interaccion entre las variantes fue evaluada mediante un
modelo de interaccion en escala aditiva (Dayal, 1980) en las que se evallo las
diferencias de distribucion de las combinatorias de alelos de ambas variantes entre
casos Yy pseudocontroles (construidos con los alelos no transmitidos de progenitores
a progenie). Alternativamente, se utilizd6 un modelo de interaccion en escala
multiplicativa en base a regresion logistica (Zhao et al., 2006), implementada en el
paquete STATA 15.0

17



RESULTADOS

En la Tabla 1 se encuentra las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante
rs8032039 del gen MTHFS en la muestra de 119 trios-caso progenitores con
FL/PNS de la poblacion chilena. En esta tabla se aprecian las frecuencias de los
progenitores separadas de la de los casos. Si bien estas diferencias no son
significativas, se observa tanto que la frecuencia del alelo menor (A) como del
genotipo AA es menor en casos que en progenitores (p = 0,264 y p = 0,436,

respectivamente).
Tabla 1

Frecuencia del SNP rs8032039 del gen MTHFS en una muestra de 119 trios-

caso progenitores con FL/PNS de la poblacion chilena.

Alelos Progenitores (N =238) |Casos (N =119)
A 103 (0,216) 43 (0,180)

G 373 (0,783) 195 (0,819)
Genotipos

AA 9 (0,037) 2 (0,016)

AG 85 (0,357) 39 (0,327)

GG 144 (0,605) 78 (0,655)

Respecto a los resultados del test de desequilibrio de la transmision (TDT) en
base al alelo de menor frecuencia (A), se observa que en el total de trios no existe
una transmisiéon preferencial (Tabla 2). Asi, el alelo A se transmitido 52 veces y no
se transmitié 35 veces de progenitores a progenie (p = 0,684). Al separar por el
sexo de los casos, se observa que en varones el alelo A se transmitio
preferentemente de progenitores a progenie (40 veces transmitido versus 23
veces no transmitido), con un p-value de 0,032 (Tabla 2). Por su parte, en los
casos de sexo femenino, el alelo A se transmiti6 12 veces, mismo numero de

oportunidades en que no se transmitié (p = 1,000; Tabla 2).
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Tabla 2

Test de desequilibrio de transmisién (TDT) para el alelo A del SNP rs8032039
del gen MTHFS en una muestra de 119 trios-caso progenitores con FLPNS de

la poblacion chilena.

Transmitido No transmitido | p-value
Varones |40 23 0,032
Mujeres |12 12 1,000
Total 52 35 0,684

El segundo objetivo de esta tesis tiene relacion con la interaccion entre variantes
de los genes MTHFS y SHMT1 en el riesgo de FLPNS. Para ello, se propuso
analizar la relacion entre los genotipos para dos SNPs en la muestra de trios:
rs8032039 del gen MTHFS (analizado en esta tesis) y rs1979277 del gen SHMT1
(previamente publicado para esta misma muestra por Salamanca et al., 2020). La
propuesta original consideraba la utilizacion de la formula de interaccion de escala
aditiva (Dayal, 1980). Al analizar la distribucion de genotipos de ambos SNPs para
casos y pseudo-controles, algunas combinatorias mostraron un cero como
resultado. Dado que la férmula de Dayal (1980) esta basada en odds ratios no
pudo aplicarse. Por ello se opté en forma alternativa por analizar la interaccion
gen-gen en escala multiplicativa (Zhao etal., 2006). Como resultado de este
analisis no se observa evidencia de interaccidn entre los genotipos de estas
variantes en el riesgo de FL/PNS tanto para la muestra total (p = 0,598), como en
la estratificacion por sexo: p = 0,994 para varones y p = 0,125 para mujeres (Tabla
3).
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Tabla 3

Andlisis de interaccion gen-gen en escala multiplicativa para los SNPs
rs8032039 (MTHFS) y rs1979277 (SHMT1) en una muestra de 119 trios-caso

progenitores con FL/PNS de la poblacién chilena.

p-value
Muestra total 0,598
Hombres 0,994
Mujeres 0,125
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DISCUSION

La importancia de la ingesta materna de &cido félico/folatos en la expresion FOFs
se ha demostrado al observar que la suplementacion periconcepcional con esta
vitamina se asocia con una disminucién en su riesgo en diversos reportes. Un
estudio realizado en la poblacion noruega ha demostrado que su uso disminuye el
riesgo de FOFs en aproximadamente un tercio (Wilcox et al.,, 2007). Sumado a
esto, estudios realizados en otros paises como Estados Unidos y Brasil, también
han obtenido resultados que demuestran una disminucion de la incidencia de
FL/PNS asociado a la fortificaciébn con acido félico en la harina de trigo (Paulos
et al., 2016). Desde enero del afio 2000, en Chile se establecié la fortificacion
obligatoria de la harina de trigo con acido félico que tuvo como consecuencia una
disminucion aproximadamente de un 50% de las malformaciones relacionadas a
los defectos del cierra del tubo neural; sin embargo, no logré cambios significativos
en la prevalencia de FL/PNS (Nazer y Cifuentes, 2014). Por lo tanto, podriamos
considerar que la disponibilidad de acido folico en Chile no seria el principal
responsable de FL/PNS y su causa estaria relacionada al metabolismo de este.
Existe evidencia cientifica que demuestra que la presencia de polimorfismos en
genes que codifican proteinas y enzimas del transporte y metabolismo del folato,
pueden afectar los indicadores bioquimicos del estado nutritivo de esta vitamina

en humanos (Herrera et al., 2016).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la asociacion entre la variante
polimorfica rs8032039 del gen MTHFS vy el riesgo de fisura labiopalatina no
sindromica en la poblacion chilena (FLPNS) y su interaccion con el polimorfismo

rs1979277 del gen SHMT1, ambos participantes del metabolismo del folato.

Se utilizoé el disefio de trios caso-progenitores ya que evita los problemas de
resultados falsos positivos debidos a estratificacion poblacional, basicamente
porque el caso observado es siempre comparado con un «pseudocontrol»
(construido con los alelos no transmitidos de progenitores a progenie afectada)

pareado étnicamente con los casos (Beaty et al., 2002).
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Asociaciéon de MTHFS con la FL/PNS

Como resultado de nuestro primer objetivo, no se observd una trasmision
preferencial del alelo de riesgo en la muestra total (Tabla 2). Este resultado se
puede relacionar a lo observado en la tabla 1 que el alelo menor (A) es mas
frecuente en los progenitores que en la progenie afectada. Por lo tanto, en esta
muestra de la poblacion chilena, el polimorfismo rs8032039 del gen MTHFS no

cambia el riesgo de expresar FL/PNS.

Al separar la muestra de casos por sexo, se observa que en varones el alelo A se
transmitio preferentemente de progenitores a progenie (Tabla 2). Por su parte, en
los casos de sexo femenino, el alelo A se transmiti6 el mismo numero de
oportunidades en que no se transmitio (Tabla 2) por lo tanto se observa una
trasmision preferencial en varones respecto a las mujeres. El sexo es una
covariable con un efecto importante sobre la asociacion entre marcadores
genéticos y FL/PNS. Se ha descrito en otras investigaciones en la poblacion
chilena que la asociacion genética entre este fenotipo y variantes para
los genes BMP4 e IRF6 difiere cuando los sujetos se estratifican por sexo (Suazo
et al., 2011).

En los seres humanos, el dimorfismo sexual se puede observar en la prevalencia,
el curso y la gravedad de muchas enfermedades comunes. Estudios recientes
sugieren que la arquitectura genética especifica del sexo también influye en los
fenotipos humanos, incluidos los rasgos reproductivos, fisiologicos vy
patolégicos. Es probable que un mecanismo subyacente sea la regulacion
diferencial de genes en hombres y mujeres, particularmente en genes sensibles a
los esteroides sexuales (Ober et al., 2008). Utilizando modelos animales, se ha
informado de la expresion génica con sesgo sexual para los tejidos gonadales y
extragonadales durante la embriogénesis, donde los principales determinantes de
estas diferencias son las hormonas sexuales (Ellegren & Parsch, 2007) (Bardin &
Catterall, 1981).
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El rostro humano adulto muestra un dimorfismo sexual que parece establecerse
en los primeros afios de vida pero que podria depender de factores expresados en
la vida prenatal (Bulygina et al., 2006). Estas evidencias y nuestros hallazgos en el
presente estudio estan estrechamente relacionados con hallazgos epidemiol6gicos

gue muestran una mayor frecuencia de FL/PNS en hombres que en mujeres.

En nuestro conocimiento no hay estudios previos que relacionen al polimorfismo
rs8032039 del gen MTHFS con su participacibn en el desarrollo de esta
malformacion como con ninguna otra patologia. En un intento de darle un sentido
bioldgico a nuestros resultados, analizamos la evidencia depositada en la pagina

del proyecto GTEx (https://gtexportal.org/home/) que muestra que esta variante

esta asociada con cambios significativos en la expresion del gen, en donde los
individuos con genotipo AA tiene niveles mayores del mRNA en tejidos como
musculo esquelético, piel, musculo cardiaco y arterias. Por otra parte, de acuerdo

a la base de datos Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html), esta variante se

encuentra en el ultimo intrén del gen, lejos de posiciones que pudieran tener
efecto sobre el procesamiento del transcrito primario de RNA. En este sentido, se
observo que este polimorfismo no se encuentra en desequilibrio de ligamiento con
ninguna variante funcional segun lo depositado en la base de datos HaploReg

(https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), es decir no se

hereda en la poblacion junto a una variante conocida con efecto sobre la funciéon
del gen en las poblaciones incluidas en esta base. En sintesis, si esta variante
pareciera no tener un efecto directo sobre la funcién del gen MTHFS, podria estar
demostrando la presencia de un cambio desconocido en su vecindad que si

tuviese una relacion de causalidad con el fenotipo.

Se ha descrito que variantes polimorficas del gen MTHFS podrian estar asociadas
a distintas enfermedades cronicas. Entre estas podemos mencionar enfermedad
renal cronica y riesgo de enfermedad cardiovascular en poblacién caucasica
(Kottgen et al., 2008). Asi también se ha relacionado con algunos tipos de
canceres como de pulmoén, linfoma o neuroblastoma (Field et al., 2006; Lee et al.,

2007). Las neoplasias son estados asociados con mayores tasas de proliferacion
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celular y replicacion del ADN que aumentan la demanda de cofactores de folato
para la biosintesis de timidilato y purina, por lo tanto se ha descrito que la
expresion de MTHFS esta elevada en los tejidos tumorales de animales en
comparaciéon con el tejido normal circundante (Field et al., 2009). También se ha
encontrado que mutaciones de este gen pueden generar trastornos cerebrales por
déficit de folato como el sindrome de deficiencia de folato cerebral (Sakthivel et al.,
2020).

Si bien no existen reportes de la relacion entre este gen y las fisuras orofaciales,

segun la base de datos Bgee (https://bgee.org/) MTHFS se expresa en los

procesos frontonasales y maxilares en el desarrollo craneofacial de raton. Los
seres humanos con errores innatos del metabolismo de esta enzima exhiben
acumulacion de 5-FTHF en fibroblastos cultivados y niveles bajos de folato en el
liquido cefalorraquideo (LCR) con secuelas neurolégicas acompafantes (Rodan
et al., 2018), por lo tanto actualmente se cree que MTHFS es esencial en células
de mamiferos para prevenir la acumulacion de folato celular como 5-FTHF.
(Misselbeck et al., 2019).

En un estudio hecho en fetos de conejos, se descubrié que la actividad de MTHFS
es baja hasta la mitad de la gestacion, después de lo cual su actividad aumenta
para asegurar un suministro adecuado de 5,10-MTHF para satisfacer las
demandas metabdlicas de feto en crecimiento durante el periodo tardio y
posnatal. La falta de actividad de MTHFS debido a trastornos adquiridos o
hereditarios da como resultado una disminucion de la biodisponibilidad de 5,10-
MTHF, comprometiendo los procesos bioldgicos dependientes de 5-MTHF
(Thompson et al., 2001).

Es importante mencionar que la enzima participa en la conversion de 5-
formiltetrahidrofolato en 5,10-meteniltetrahidrofolato, un precursor de folatos
reducidos implicados en el metabolismo de un carbono, un aumento de la
actividad de la proteina codificada puede resultar en una mayor tasa de

renovacion de folato y reduccién de folato (Misselbeck et al., 2019).
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Las simulaciones de modelos de vias metabdlica indican que MTHFS juega un
papel esencial en la prevencion de la acumulacion de 5-FTHF, que en
consecuencia evita la inhibicion de todas las demas reacciones en la red
metabolica. Ademas, los experimentos in silico muestran que la inhibicion de
MTHFS por 10-FTHF es fundamental para regular la sintesis de purina
(Misselbeck etal.,, 2019). La funcion de la enzima MTHFS ademas esta
interconectada con el metabolismo de la metionina al proporcionar los grupos
metilo para la remetilacion de homocisteina de nuevo a metionina (Chowdhury
etal., 2012). Por lo tanto, resulta de interés seguir investigando una posible

relacion de este gen en las fisuras labio palatinas no sindrémicas.

Interaccion de variantes de los genes MTHFS y SHMT1 en FL/PNS en la
poblacion chilena.

Al evaluar la interaccion de variantes polimorfica de los genes MTHFS y SHMT1
no se observaron resultados significativos, tanto para la muestra total como por
sexo (Tabla 3). Este resultado se puede explicar por una parte considerando que
efectivamente no existe interaccion entre estas variantes, lo que no implica que no
la exista entre otras variantes de estos genes, dado que participan en el mismo

ciclo del folato (ciclo futil), como antes se menciona.

Otra posible explicacion es que el tamafio muestral utilizado no es el adecuado
para detectar interaccion gen-gen. En base a simulaciones matematicas, se ha
demostrado que los tamafios muestrales para detectar los mismos efectos de
asociaciéon en interaccion gen-gen son varias veces mayores en relaciéon a
estudios de un solo gen (Mutsert et al., 2009). Por ello seria recomendable para
investigaciones futuras aumentar el tamafio muestral para mejorar el poder

estadistico y confirmar o descartar la interaccion.
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Es preciso mencionar que durante esta investigacion se cambié el modelo de
interaccion planteado inicialmente, debido a que los datos obtenidos no se
pudieron evaluar con la escala aditiva, por lo cual, se utilizd6 un modelo
multiplicativo en vez de uno aditivo. Ambos tipos de escalas son Utiles al momento
de medir interacciones estadisticas, si bien en salud publica la escala aditiva es la
usada preferentemente, la escala multiplicativa puede ser la que mas

naturalmente corresponda a mecanismos biolégicos (VanderWeele & Knol, 2014).

Cabe destacar que la interpretacion bioldgica de las interacciones estadisticas es
compleja; el grado en el que la interaccion estadistica implica interaccién o
sinergismo en un sentido causal puede ser extremadamente limitado (Cordell,
2009). Ademas, debe tenerse en cuenta que un efecto de interaccion observado
puede no tener implicaciones sobre los mecanismos bioldgicos subyacentes o
asimismo resultados no significativos no necesariamente implicarian la ausencia

de interaccion bioldgica (Mutsert et al., 2009).

Finalmente, no se debe olvidar que FL/PNS es una patologia de etiologia
multifactorial, en la que intervienen factores ambientales y hereditarios, y entre los
involucrados con el acido folico se conocen mas de 50 genes con polimorfismos
de riesgo que podrian contribuir a que se presente este defecto congénito, por lo
gue los polimorfismos estudiados en esta investigacion son solo algunos de los
gue podrian contribuir a la expresibn de esta enfermedad, siendo otras
interacciones las que podrian dar como resultado las fisuras labio palatinas no
sindromicas. Por lo cual seria interesante continuar investigando con mayor
profundidad el rol de los polimorfismos de los genes implicados en el metabolismo

del folato.

Como debilidad de los resultados de este este estudio, podemos mencionar que
no se alcanza un correcto poder estadistico. Considerando la frecuencia del alelo
menor de rs8032039 en nuestra muestra, su patron de transmisiéon de
progenitores a progenie y el tamafio muestral, solo se alcanz6 un poder

estadistico de 60%. Esto también impacta al poder estadistico del analisis de

26



interaccion gen-gen. No obstante, debemos mencionar las fortalezas de este
estudio entre las cuales destacamos, el disefio de estudio (trio cas-progenitores)
gue nos permite tener una aproximacion mas certera de los resultados ya que
como se mencioné anteriormente evita los problemas de resultados falsos
positivos debidos a estratificacion poblacional. Ademas, como fortaleza también
podemos destacar el tipo de andlisis de interaccion multiplicativo que se aplico, el

cual se condice de mejor forma con los fendmenos bioldgicos.
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CONCLUSIONES

Podemos entonces concluir, sobre el primer objetivo de esta tesis, que el
polimorfismo rs8032039 del gen MTHFS se asocia al riesgo de fisura labiopalatina
no sindrémica en la poblacion chilena, pero solo en varones. Este gen se expresa
en estadios de mayor proliferacion celular como lo son el desarrollo embrionario.
Su deficiencia o funcionamiento errado podria provocar una funcién defectuosa en
la red de carbono dependiente de folato por consecuencia en la biosintesis de
bases nitrogenadas y en la metilacion del DNA que es un mecanismo esencial
para controlar la expresién génica y obtener un desarrollo normal. Este resultado
se puede asociar evidencias que indica que existe un mecanismo subyacente en
la regulacion diferencial de genes en hombres y mujeres, particularmente en
genes sensibles a los esteroides sexuales, en el caso del desarrollo craneo facial
estas diferencias entre los distintos sexos podria depender de factores expresados
en la vida prenatal, por lo cual podriamos inferir que estos genes estudiados
podrian estar influenciados por hormonas sexuales y causar la mayor prevalencia
en varones que en mujeres.

En conclusion, respecto al segundo objetivo de nuestra investigacion podemos
decir que no se observo interaccion multiplicativa entre estos dos polimorfismos,
rs8032039 del gen MTHFS y rs1979277 del gen SHMTL, por lo cual no estarian
implicados en el desarrollo de la patologia en su conjunto, sin embargo, se sugiere

realizar investigaciones posteriores con un tamafo muestral mas amplio.
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ANEXOS.

Anexo 1: Acta de Aprobacion Comité Etico Cientifico de Proyecto
"NONSYNDROMIC OROFACIAL CLEFTS IN CHILE: THE ROLE OF PARENTAL

BIOMARES OF FOLATE/ONE-CARBON METABOLISM".

E g Ed-30 de mayo de 2017

I:A.I'.'L'I.'I'A.]]‘EIJI: {:f}l‘"'l'ﬁ_ ﬁ_']"(w_{',
OUONTOLOGLA | CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME N*:2017/07

Acta de Aprobacion de Proyecto "NONSYNDROMIC OROFACIAL CLEFTS IN CHILE:
THE ROLE OF PARENTAL BIOMARKERS OF FOLATE/ONE-CARBON METABOLISM"

1. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Eduardo Femandez Dr. Marco Comejo Dr. Mauricio Baeza
Presidente CEC Vicepresidente CEC Miembro Permanente CEC
5r. Roberto La Rosa Dr. Alfredo Molina Sra. Rebeca Galarce
Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC
Dir. Juan Estay Dira. Viviana Toro Dr. Ignacic Araya
Miembro Permanente CEC Miembro Altemo CEC Miembro Alterno CEC

2. Fecha de Aprobacion: 30/05/2017
Titulo completo del proyecto: "NONSYNDROMIC OROFACIAL CLEFTS IN CHILE:
THE ROLE OF PARENTAL BIOMARKERS OF FOLATE/ONE-CARBON METABOLISM™

3. Investigador responsable: Dr. José Suazo

4. Institucidn Patrocinante: Facultad de Odontologia — Universidad de Chile
5. Documentacion Revisada:

Proyecto

Consentimiento Informado (C1)

Curriculo del investigador responsable y coinvestigadores

¥ v

"."

Momina de los coinvestigadores vy colaboradores directos de la
investigacion.
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6. Fundamentacion de la aprobacion

Ed-30 de mayo de 2017

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacion

a los siguientes aspectos metodoldgicos v éticos:

* Especificar el criterio de inclusidn para el grupo control.

* Realizar comecciones ortograficas v gramaticales en el Consentimiento Informado

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio fitulado "NONSYNDROMIC
OROFACIAL CLEFTS IN CHILE: THE ROLE OF PARENTAL BIOMARKERS OF

FOLATE/ONE-CARBON METABOLISM™

clc.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.

= Y}
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Dr. Eduardo Fernandez G2
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Presidente-CeGe ™
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Anexo 2: Consentimiento Informado.

Varsion 2 16032017

1 FACLULTAD §
A CDONTOLOGIA
UMIVERSIDAL DOF CHILE

Consentimiento Informado Para Participacion en Proyecto de Investigacion

Titulo del Protocolo: MONSYMDROMIC OROFACIAL CLEFTS IN CHILE: THE
ROLE OF PARENTAL BIOMARKERS OF FOLATE/OME-
CARBOMN METABOLISM

PATROCINANTE: Concurso FONDECYT Regular 2017

Mombre del Investigador principal:  Dr. Jose Suazo Sanhueza

RJL.T.: 13.033.606-K

Institucion: Instituto de Investigacion en Ciencias Odontologica,

Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Sergio
Livingstone # 943 Independencia, Santiago.

Teléfono: 229781758

MHombre del Participante:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicara tanto a casos afectad
orofaciales (labic leponino wo paladar fisurado), sus progenitores o tutores, y consta d

+ |nformacion (proporciona informacion sobre el estudio para usted).
* Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).
*  Formulario de Asentimiento (menores entre 14 y 18 anios).

Ud. recibira una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es José Suazo Sanhusza y soy profesor de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Estoy realizando una investigacion cuyo objetivo es conocer las causas
genéticas y ambientales de este problema de nacimiento conocido como fisuras orofaciales,
también conocidas como labio leporine v paladar fisurado. En otras palabras, intentamos averiguar
cual es el origen hereditario de esta enfermedad y =i hay alguna causa, por ejemplo, de origen
nutricicnal.

Le proporcionaré informacion y lo invitaré a ser parte de este proyecto. Mo tiene gue decidir hoy si
lo hara o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado v puede que
contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para

preguntar sobre cualquier aspecto gue le ayude a aclarar sus dudas al respecto. F__\,L )

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los {:bjel]'.ros
Investigacion v si usted desea participar, se le solicitara gue firme este formulario.
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Justificacion de la Investigacion

En Chile nacen muchos nifics y nifias con problemas en la formacion de su labio o paladar
conocido como fisuras orofaciales. El problema es que aun no sabemos totalmente porgue
aparece. Lo que sabemos es que muchas veces se observa en familias, por lo gue creemos podria
ser una malformacion hereditaria v que puede tener gque ver con falta de algunos nutrientes. Por
es0o este estudio buscara factores hereditarios v ambientales gue pueden participar en la aparicion
de este problema de nacimiento.

Objetive de la Investigacion

Esta investigacion tiene por objetivo conocer las causas geneticas y ambientales de este problema
de nacimiento conocido como fisuras orofaciales. En ofras palabras, averiguar cual es el origen
tanto hereditario como nutricional de esta enfermedad. Especificaments buscaremos si existen
cambios en factores genéticos (o genes) que participan en la formacion de la cara cuando se esta
desammollando el feto durante el embarazo. Ademas queremos averiguar si la falta de un nutnente
{Ilamadn folato) tiene relacion con este defecto. Para ello necesitamos una muestra de- U]
genético o ADM y de su plasma (parte liguida de la sangre), ademas de una enu:uaﬁ/ﬁ
alimentos gue ha consumido en los Oltimos meses. Este estudio incluirda a un g e al-rn!ﬁ-n .
250 personas con este problema v sus madres y padres. Dado gue usted o 5L|| lja 6" @gr =y
estas caracteristicas es que lo estamos invitando a participar. \E ETICA

Beneficio de la Investigacion.
Usted no se beneficiara por participar en esta investigacion médica. Sin embargo, la
que se obtendra sera de utilidad para conocer mas acerca de este problema de nacimientc:. Esto
podria, eventualmente en el futuro, beneficiar a muchas familias con esta condicion.

Tipo de Intervencion y Procedimiento.

5i Ud. acepta parficipar en este estudio se les realizara una encuesta para recopilar informacion
basica de contacto (nombre, domicilio, teléfono de contacto) y sobre su familia (como si hay casos
de este problema o similares) y se les solicitara, solo por una vez, una pequefa muestra de 5 ml de
sangre (lo que equivales a una cuchara de t&). Ademas a los padres se |e hara una encuesta sobre
los alimentos ¥ sus porciones que ha consumido en los Ultimos & meses. En el caso de los nifios
pequenos, se tomara de 2 ml saliva (lo gue equivale a menos de una cuchara de t&) o de la paris
interior de su mejilla (que se toma con una especie de cotonito de algodon). En el caso de su hija o
hijo recién nacido, se tomara una muestra de sangre de 5 ml del cordon umbilical. Todos estos
procedimientos solo tomaran algunos minutos.

Desde la sangre vy saliva se extracra el material genético gue serad analizado en nuestro laboratorio.
La muestra de sangre de los recién nacidos y de los padres también se usara para medir
componentes llamados folatos.

Sus datos ¥ la muestra de su material genético y sangre seran usadas (nica y exclusivamente para
el propdsito de esta investigacion y no s2 haran ofros estudios genéticos. Las muesiras seran
almacenadas por un maximo de 15 afos, en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular,
Instituto de Investigacion en Ciencias Odontologicas, Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile, bajo la responsabilidad del Dr. José Suaro. Sien el futuro son usadas para propositos
diferentes a los de esta investigacion médica, se le contactard para solicitar quenqi autorice a
usarla firmando un nuevo consentimiento. RE—

Riesgo de la Investigacion. II
La toma de una muestra de sangre de la vena tiene riesgos minimos para
dolor en el sitio de puncion, hematomas (moretones) y rara vez infeccion ]
Para evitar este tipo de molestia la persona gue exh‘aera la muestra tiene gl
procedimiento. Por ello los nesgns para usted son minimos. En el caso de la tom& de-mitestra de
sangre de cordon del recién nacido, este es un procedimiento de rutina en cada parto que mo

Dagina 2 de 5§
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implica riesgo alguno para el nifiofa) ni para la madre. En el caso de la muestra de saliva o de la
mejilla no genera ningln problema para su salud, no produce dolor ni posibilidad de infeccion. Por
ello los rfiesgos para usted son minimos.

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusion seran: ser chileno v presentar el diagnostico de fisuras orofaciales no
acompafiadas de ofras anomalias incluyendo sus padres y madres bioldgicas. -
Los crterios de exclusion seran: chilenos o extranjeros con otras annma]ﬁs-fdﬂ.
craneofacial gue no comespondan a esta malformaciones o gue estén 3so-c|ad;i_§i’sm
|3 CcO erE

llo

e
Confidencialidad y difusion de datos. _:_r
La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la idenfificacion
perzonales vy los resultados de los estudios genéticos y sanguineos), sera m
confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de usted o sl
codificados para el uso en este estudio y no =eran identificados plblicamente. Los resultados
emanados de este estudio podran ser publicados en revistas cientificas, pero su nombre no sera
conocido.

Aclaraciones
* La participacion es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencion yio participacion.

*  Toda informacion que se extraiga de su ficha cinica serd exiraida por el profesional guien
ha realizado su fratamiento desde que usted o su hija/hijo ingreso a este cenfro y no por
ofra persona.

+  5justed decide puede refirarse del estudio cuando lo desee.

* Mo tendra gue efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

* Mo recibird pago por su participacion.

+ Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsahble.

* Lainformacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de pacientes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

* 5j considera gue no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.

Otros Derechos del participante
En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del Comité Etico
Cientifico, Dr. Eduardo Femandez G., Teléfono: 229?&1?42 Email:
ced fouchi@odontologia.uchile.cl, cuya oficina s2 encuentra ubicada en el tercer { jﬂﬂ' 1 ificio
Administrativo de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile en r.alle @Er'glo Livi
943, Comuna de Independencia.
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Carta de Consentimiento Informado (Mayores de 18 afios)

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente, v en consecuencia, acepto
que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada vy que mis pre.-guntas han
sido respondidas de manera satisfactoria.

-';- ._hl.l

He sido informado(a) v comprendo la necesidad y fines de ser atendld-p’e '}"

'-\.
o

Conozco los beneficios de participar en la Investigacion S

2

%
3. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar. | E (
4 -
5. El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud. ‘ﬁ‘?{_?_.- o,
6

Ademas de esta informacion que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucion de mi proceso, de manera verbal yio escrita si fuera
necesarna vy al criterio del investigador.

7. Autorizo a usar mi caso para investigacion v para ser usado como material audiovisual en
tlases, protegiendo mi identidad

8. En caso de cualquier duda puede comunicarse con el Dr. José Suazo Sanhueza a los
nimeros 29781758 0 56679342 o dirigirse al Presidente del Comité Efico Cientifico, Dr.
Eduardo Femandez G., Teléfono: 229781742, Email: cec fouch@odontologia.uchile cl,
cuya oficina se encuenira ubicada en el tercer piso del Edificio Administrativo de la
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile en calle Sergio Livingstone 943, Comuna
de Independencia.

Doy mi consentimiento al investigador v al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagnastico pertinente.

MNombre del Paciente, Padre Tutor;

Firma:

Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al 5Sna) la naturaleza de Ila
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y bensficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado =i tiene alguna duda. Aceplo que conozeo la
normativa vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Mombre del Investigador Prncipal:

Firma: II &
Fecha: VB

Mombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su representante
Firma:
Fecha:
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Asentimiento (mayores de 14 afos y menores de 18 anos)

Somos investigadores de la Universidad de Chile y queremos invitarte a participar de un estudio
que quiere saber porque se produce el problema de nacimiento gue tu v ofros nifics v nifias
presentan y que fiene que ver con la formacion de la cara. Para ello te preguntaremos algunos
datos a ti 0 & tu mama o a tu papa vy te pediremos que nos des un poco de tu sangre o de saliva en
un tubo o un pequefio raspado de la parte de adentro de tu mejilla. Esto para estudiar el material
genético de tus células (conocide como ADM) y saber si hay algin cambio que pusda estar
produciendo tu condician.

Sacar la sangre puede producir un poco de dolor, pero [a muestra de saliva no produce dolor ni
molestias. Estos procedimientos son rapidos y tu familia no tendra gue pagar nada. Si decides
participar, tu ayuda nos hara tener informacion para ayudar en el futuro & ofras personas con tu
condicion.

Ten siempre en cuenta que tu participacion el voluntaria, es decir, que nadie puede obligarte a
participar. Si decides no aceptar tampoco tendrés problemas con el fratamiento que estas
siguiendo en este lugar.

Si no tienes preguntas que hacer © todas han sido respondidas claraments, puedes Ilenar los datos
mas abajo y poner tu firma.

Muchas gracias.

MNombre del Paciente:
Firma:
Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al 5Sra) la mnaturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos v beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntade si tiene alguna duda. Aceplo que conozeoo la
normativa vigente para realizar la investigacion con seres humanos v me apego a ella.

Mombre del Investigador Principal:
Firma:
Fecha:

Mombre del Director del establecamiento donde realiza la investigacion o de su representante
Firma:
Fecha:
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Anexo 3: Aprobacion del Comité de Bioseguridad.

UNIVERSIDAD DE CHILE

Bl mirdstracidn

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Morte
FDO N299

Santiago, 09 de Marzo de 2017.

CERTIFICADGO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de
Investigacion Fondecyt Regular N®1170805 (2017), titulado “Monsyndromic Orofacial
Clefts in Chile: The Role of Parental Biomarkers of Folate/One-Carbon
Metabolism", El Investigador Responsable de este proyecto es el Profesor Dr. José
Suazo Sanhueza, Académico del Instituto de Investigacion en Ciencias Odontologicas,
Facultad Odontologia.

Las muestras de sangre y cordon umbilical seran tomadas de sujetos
provenientes de los centros de salud mencionados en la metodologia del proyecto.
Las muestras seran manipuladas para extraccion de ADM en el Laboratorio de
Biologia Celular v Molecular de la Facultad de Odontologia. El personal técnico que
manipulara las muestras se encuentra debidamente entrenado en esta area. Ademas,
ellos estaran bajo la supervision del Dr. Suazo.

El CIB certifica gue la Facultad de Odontologia cuenta con las facilidades para el
manejo y desecho del material biclogico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual
de Bioseguridad, Conicyt 2008. Ademas, el investigador se compromete a velar por el
cumplimiente de las normas de bioseguridad, durante el desamolle del proyecto.

Se extiende el presente cerfificado a solicitud del Dr. Suazo para ser
presentado en el Concurse Fondecyt Regular 2017 (Conicyt).

Ir Yy " _-_.L|'-\_."|\ = ", '-._: _L--__...;-o-l.-
Dir. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta

Facultsd ueﬂuontulog'u. Sergio Livingstone P. 543, independencie, Fono 2972479229781 832, Fax: 29721748, Santiago.

Facu®ad ce Ciencias Quimicas v Fnrmuné-nicu.s:rgiu Livingstone P. 1007, Independencia, Foro 25781753 Fax: 23721748,
Santiago. kttp:/fwww. guimica. uchile.clf
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