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RESUMEN

lntroducciónr La fisura labiopalatina no sindrómica (FLPNS) es una

malformac¡ón congén¡ta, producida por alteraciones en la fusión de procesos

faciales y/o palatinos durante la vida intrauterina. Se ha postulado que en su

etiología partic¡parían varios genes candidatos, que ¡nteractuarían entre sí más

la influenc¡a del medioambiente. Uno de estos genes es Sonic hedgehos (SHF/),

cuyas mutaciones y haploinsuficiencia están involucradas en el sindrome de la

holoprosencefalia en humanos, que presenta entre sus anomalías la fisura

labiopalatina. Ev¡dencias experimentales han demostrado que mutaciones de

SHH producen fenotipos similares a FLPNS. Estudios en población humana,

han propuesto que la región distal al brazo largo del cromosoma 7q34 es una

reg¡ón cand¡data para contener loci asociados a FLPNS. SHH se ubica en

7q36.3. Dados estos antecedentes se realizó un estudio de mutaciones y

adicionalmente un estudio de asociación entre pol¡mofismos del gen SHH y la

FLPNS en la población chilena.

Metoclología: Se analizaron '150 tríos caso-progenitores y 150 controles. Se

analizó las regiones exónicas e intrón¡cas adyacentes a los exónes de este gen,

en busca de mutaciones causales utilizando el método de heteroduplex en

geles MDE. En una segunda etapa, se selecc¡onaron tres SNPs de SHH,

rs1233556 (¡ntrón uno), rs9333613 (intrón uno) y rs1233555 (intrón uno), y se

x1r



genotip¡f¡caron para cada indiv¡duo de las muestras en estudio, medlante PCR-

RFLP. Se analizó la asociación a nivel alélico, genotípieo y haplotípico con la

FLPNS, en las muestras tríos caso-progenitores, caso-control y la combinación

de ambas muestras.

Resultados: No se encontraron mutaciones causales en las regiones exónicas

e intrónicas adyacentes a los exones analizadas. Para la muestra de caso-

progenitores, no se observaron alelos o haplot¡pos preferentemente

transmit¡dos desde los progenitores a la progenie afectada. En esia muestra, no

se observaron otros resultados s¡gnif¡cativos para alelos, genotipos y haplotipos.

El estudio de la muestra caso-control mostró un resultado de asociación global

significativo para rs1233555 a nivel alélico (LRT p=0.028), pero sin presentar

alelos de riesgo. En el caso de la muesira comb¡nada, se presentó un resultado

global significativo para el mismo SNP (rs1233555) pero a nivel genotípico (LRT

p=o.04228). Ningún genotipo en particular presentó un riesgo incrementado

para FLPNS. Para esta muestra no se presentaron otros resultados

significat¡vos para alelos, genotipos o haplotipos.

Gonclusiones: Dado que se encuentran resultados significativos globales en el

estudio de asociación caso-controles y en la muestra combinada para

rs1233555, no se puede afirmar fehacientemente que el gen SHH esté

involucrado en Ia expresión fenotípica de FLPNS en la población chilena con los

resultados del presente estudio. No obstante no se puede excluir su posible

participación dado el diseño de análisis y posiblemente debido al tamaño

muestral utilizado-

xLr].



Palabras claves: FLPNS, SHH, SNPs.

lntroduction: Non-syndromic cleft lip with or without cleft palate (NSCLP) is a

congenital malformation caused by alterations ¡n the merger facial processes

and/or palate during intrauterine l¡fe. lt has been postulated that several

candidate genes participate in its etiology which interact with each other plus the

influence of the environment. One of these genes is Sonic hedgehag (SHH),

whose haploinsufficiency and mutations are involved in the holoprosencefalia

syndrome in humans, which among other anomal¡es presents cleft lip and

palate. Experimental evidence has shown that mutations in SHH produce

phenotypes similar to NSCLP. Studies in human population, have proposed that

the region distal to the long arm of chromosome 7q34 region is a candidate to

contain loci associated with NSCLP. Shh is located in 7q36.3. Based in the

aforementioned antecedents a study of mutations and add¡tionally a study of

association between polymorphisms of the gene Shh and NSCLP was

conducted in the Chilean population.

Methodology: We analyzed 1 50 case-parent trios and I 50 controls. We

analyzed the exons and intron regions adjacent to the exons of this gene,

look¡ng for poss¡ble causal mutations using the heteroduplex method in MDE

gels. ln a second stage, we selected three SHH SNPS, rs1233556 (intrón one),

rs9333613 (¡ntrón one) and rs1233555 (intrón one) genotyping each indiv¡dual ¡n

the sample, using PCR-RFLP. We analyzed the allele, genotypic and haplotypic

XTV



association with NSCLP in the sample of case-parents trios, case-controls and

in the combination of both samples.

Results: We found no causal mutations in the intronic reg¡ons adjacent to exons

and In the exons analyzed. ln the sample of case-parents, no alleles or

haplotypes were preferably transmitted from parents to affected offspring. ln this

sample, there was no other significant results for alleles, genotypes and

haplotypes. The study of the sample case-control showed a significant result of

global partnership for rs1233555 to level alleles (LRT p = 0.028), but without

presenting risk alleles. ln the case of the combined sample, a significant result

was obtained also for the same SNP (rs1233555) but at genotypic level (LRT p

= 0.04228). No particular genotype presented an increased risk for NSCLP.

This sample did not show sign¡f¡cant results at the allele, haplotype or genotype

levels.

Conclusions: Given that there are significant results in the case-controls and in

the combined sample for rs1233555, one cannot rel¡ably say that the Shh gene

is involved in the expression of NSCLP in the Chilean population with However,

we can not exclude the possible involvement of SHH possibly due to size of the

analyzed sample.



INTRODUCCIÓN

La fisura labiopalatina no sindrómica (FLPNS), es una anomalía congénita

producida por una falta de fusión de los procesos frontonasal medial, los

procesos maxilares y/o laminas palatinas de los procesos maxilares, septum

nasal y maxilar primario o premaxila (Murray, 2002; Helms y cot., 2005;

Radlanski y Renz, 2006; Chai y Maxson, 2006). Es una de las anomalías

congénitas más frecuentes en el mundo y en Chile (Murray, 2002).

En la etiología genética de esta malformación, estudios experimentales en

animales, demuestran que mutaciones y haploinsuficiencia de algunos genes,

expresan fenotipos similares a FLPNS (Murray, 20oZ). Evidencias

experimentales en ratón (Rice y col., 2004; R¡ce y col., 2006), pollo (Hu y col.,

2003; MacDonald y col., 200a) y pez eebra (Brand y col., 1996; Wada y col

20OS) demuestran que factores de crecimiento están involucrados en la

activación de varias vías de señalización entre el mesenquima y los epitelios de

los procesos frontonasales mediales y laterales, maxilar, láminas horizontales

palatinas y septum nasal (Chai y Maxson, 2006). Los faclores de crecimiento,

Fgf10 y Bmp4, ¡nducen la expresión de Sonic hedgehog (SHH) en el ep¡tel¡o

oral palatino (Rice y col., 2006; Gritli-Linde A., 2007), desde allí SHH se expresa

en el mesenquima palatal, para controlar la expresión de su propio receptor

Ptcl y otro factor de crecimiento Bmp2 (Rice y col., 2004). SHH regula la

señal¡zación molecular que interviene en la migración de las células de la cresta



neural (NCCs), Ia inducción, d¡ferenciación, proliferación y apoptosis celular de

las estructuras que forman el labio superior, nariz y paladar (Rice y col., 2006).

Además, SHH interactúa con la Proteína morfogenética ósea (Bmp) y el factor

de crecimiento fibroblástico (Fgf) para modular la fusión de estos procesos

craneofaciales (Zhang y cr.l.,2002; Rice y col., 2004).

En humanos, mutiaciones y haploinsuficiencia de SHH están asoc¡adas con el

síndrome de la holoprosencefalia (N¡euwenhuis y Hui, 2004), el cual afecta el

desanollo de las estructuras craneofaciafes mediales y el desanollo del tercio

medio y superior facial (Zhang y col., 2006).

Estudios de análisis genéticos en humanos, que utilizaron métodos

paramétricos (ligamiento) y no páramétricos (prueba de desequilibrio de

transmisión, TDT), encontraron asociación de algunos genes con FLPNS

(Schutte y Murray, 1999.). SHH no fue incluido en estos estudios (Griüi-Linde

A., 2007). Sin embargo, Orioli et al, realizó un estudio en humanos, para

determinar la relación de SHH y FLPNS, sus resultados no fueron

contundentes (Orioli y col., 2002). A partir del año 2000, com¡enzan a

publ¡carse numerosos estudios de barrido ampl¡o del genoma (Genome \Mde

Scan) de cuyos resultados surgen proposiciones de nuevas regiones

cromosómicas que pudiesen tener genes candidatos (Marazita y col., 2002,

2004, Moreno y col., 2004), entre estas regiones, el brazo largo del

cromosoma 7, en donde se ubica SHH (Wyszynski y col., 2003).
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Este trabajo, basado en estos argumentos, analiza los exónes y reg¡ones

intrónicas adyacentes a los exónes del gen SHH, tres SNPs de SHH,

rs1233556, rs9333613 y rs1233555, se genotipificaron para cada individuo

mediante PCR-RFLP. Se real¡zaron análisis de asoc¡ación tríos

casosprogenitore§, caso-control y la combinación tríos caso-progenitores-

controles, a nivel de alelos, genotipos y haplotipos para determ¡nar su posible

asociación en la etiología de la FLPNS.

MARCO TEÓRICO

Fisura labiopalatina no s¡ndrómica (FLPNS), etiología y epidemiologla'

Aproximadamente entre la tercera y cuarta semana del desarrollo craneofac¡al

en humanos, aparecen tres prom¡nencias, el proceso frontal y los procesos

maxilares, estos últimos, derivados del primer arco branquial. En una etapa

posterior del desarrollo, el proceso frontal or¡ginará los procesos frontonasales

laterales y los procesos frontonasales med¡ales (figural), los frontonasales

med¡ales se fusionan y se desarrollan más que los laterales, los cuales se

fusionan con los procesos maxilares para formar el labio superior, la punta de la

nar¡z y la premaxila o paladar primario (Radlanski y Renz, 2006; Chai y Maxson,

2006). Alrededor de la sexta semana, las láminas palat¡nas de los procesos

maxilares se elevan y se fusionan entre si en la línea media con el septum nasal

y el paladar primario para formar el paladar ósea secundario (figura 2). Fallas



en la unión de los procesos frontonasal medial y los procesos maxilares

orig¡nan una fisura labial unilateral del lado izquierdo o derecho y cuando,

además, se presentan fallas en la fusión de las láminas palatinas, el paladar

primar¡o y el septum nasal se orig¡nan las fisuras labiopalatinas uni o bilateral,

ésta última es la más severa (Murray,2002).

Figura l. Formac¡ón de cara en embrión de ratón. Microfotografía de ratón,
aproximadamente a los 12 dpc, obtenida de http:/fuww.med.unc.edu, en donde se observan los
procegos frontonasal medial (color amar¡llo), los nasal lateral (color azul) y maxilares (color
Eo).

En el origen de estas fisuras, posiblemente las células de la cresta neural,

tuvieron fallas en la m¡grac¡ón hac¡a los procesos craneofaciales o cuando

llegaron a sus destinos (Santagati y Rüli, 2003). Es posible que se presenten



fallas en la inducción de estos tejidos por las células de la cresta neural, asi

como también, en la formación del septum nasal, o es pos¡ble que se

presentaran fallas posteriores en los proceso de transformación epitelio-

mesenquima (Hu y col., 2003; Santagati y Rijli, 2003). Parece ser que en estos

eventos participan y se interrelacionan varias vías de señal¡zación como BMP4,

FGF, FGE, MSXI y SHH, entre otras (Haworth y col., 2006; Gritli-Linde A.,

2007).

Figura 2. Formac¡ón del labio superior y el paladar en embrión de cuatro a cinco y média
semanas. D¡buio de un embr¡ón, en donde se obseryan como las láminas palatinas se elevan
para fus¡onarse con el septum nasal y paladar primario para formar el paladar duro secundar¡o.
(Extraído dé Carlson BM. Embiología Humana y Biología del Desarrollo.2" Edic¡ón. Editorial
Harcourt 2000).

Cuando se presentan fisuras labiopalaiinas no asociadas a un síndrome se

denominan fisura labiopalatina no s¡ndómica (FLPNS, OMIM 119530). En su

etiología ex¡ste factores genéticos y ambientales (Gritli-Linde, 2007). La FLPNS

es una de las anomalías congénitas más frecuentes en el mundo (Murray,
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2002). FLPNS presentan mayor frecuencia en las etnias amerindia y asiática,

3.6 y 2.1 por 1000 nacidos vivos, respectivamente (Tolarova y Cerenka, 1998;

Vanderas AP, 1987). En Chile la tasa de prevalencia de FUP se ubica en el

tercer lugar entre las malformaciones congén¡tas (Nazer y col., 2001). En Chile

la tasa promed¡o para la FLPNS, es 1.5 por 1000 nacidos vivos, siendo afectado

los varones más que las mujeres (1.7 para varones y 1.3 para mujeres).

Palomino y col. (1997 (a)), relac¡onaron la composición étnica, estratlficación

socioeconómica y presenc¡a de FLPNS en la población de Santiago. Estos

autores encontraron que el estrato socioeconómico bajo tenía

aproximadamente 40% de mezcla amer¡nd¡a y una tasa de 1 .8 por 1000

nacidos vivos, más alta que la tasa promedio del país. M¡entras que el estrato

socioeconómico alto tenía menos del 20% de mezcla amer¡ndia y una tasa de

tan solo el 0.8 por 1000 nacidos vivos. Estos hallazgos, son corroborados por

Palomino y col. (1997 (b)), quienes relacionaron las inst¡tuciones que atienden

la población con FLPNS, el porcentaje de mezcla indígena y las tasas de

FLPNS en Chile. En la figura 3, se observa la regresión lineal en donde se

relac¡onan esas variables. Ellos encontraron que las inst¡tuc¡ones que at¡enden

poblaciones de estratos socioeconóm¡co alto, están relacionadas con

poblaciones que tienen un porcentaje bajo de mezcla indígena y bajas tasas de

FLPNS, por ejemplo, la "Clínica Las Condes". En el lado opuesto se ubican

aquellas instituciones que atienden poblacién de estrato socioeconómico bajo o

medio, las cuales están relacionadas con poblac¡ones que presentan altas tasas



de FLPNS y altos porcentajes de mezcla indígena, por ejemplo el "Hosp¡tal de

Arica'. Sin embargo, muy lejos de esta regresión se ublcan insiituciones como

el "Hospital público de Rancagua" y el "Hospital de Chuquicamata" los cuales se

encuentran en regiones mineras, en donde el medio ambiente es afectado por

las condiciones de los procesos de explotación, lo que se podría af¡rmar, que

factores medioambientales pueden eshr ¡nvolucrados en la etiología de la

FLPNS.

Cuando un individuo es afectado por la FLPNS, no sólo se afecta el individuo,

sino también, se afecta su entorno familiar y comunitario. Su tratamiento y

rehab¡litación empieza desde el nacimiento y continúa hasta los 20 a 25 años.

Para ello se requiere de'un equipo rrultidisciplinario de salud especializado, lo

cual tiene costos muy altos que las familias y las comunidades de los afectados

no pueden cubrir, convirtiéndose en un problema de salud pública.

SHH y el desarrollo de las estructuras del tercio med¡o fac¡al.

Las estructuras faciales en mam iferos son el producto de las interacc¡ones

entre estructuras denladas del tubo neural (Cerebro anterior), células de Ia

cresta neural (Cresta neural craneal), arcos branquiales (Primer arco branquial,

de donde se deriva el maxilar y la mandíbula) y estructuras faciales mediales

(Septum nasal). (Zhang y col., 2002; Hu y col., 2003; Santagati y Rijli, 2003),

estas ¡nteracciones, incluyen procesos de migración, inducción, diferenciación,

crecimiento y apoptosis celu¡ar (Gritli-Linde A., 2007). En ratones,



aproximadamente a los 12 dpc, la prominencia nasal medial y los dos procesos

maxilares forman el paladar primario y el labio superior. El paladar secundario

se forma por fusión de las láminas palatinas del maxilar alrededor del 14 dpc

(San¡a y col., 2005). Fallas en estos procesos producen fenoüpos similares a la

fisura labio palatina (FLP) en humanos (Rice y col., 2004).

F¡gura 3. Frecuencia de f¡sura lab¡opalat¡na y m¡scegenación en diversas poblaciones de
Chile (Palomino y col. 1997(b), ver texto.

En ratones, los eventos moleculares relacionados con la formación de las

estructuras orofaciales, están bajo el estricto control de un arreglo de genes que

incluye: miembros de las famil¡as de factores de crecim¡ento f¡broblást¡co (F94,
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sonic hedgehog (S/rñ), proteínas morfogenéticas óseas (Bmps) y factor de

crecimiento transformante beta (Igffi, entre otros y factores de trascr¡pción

'tales como Dlx, Pitx, Hox y Gli (Zhang y"col., 2002, R¡cea y col., 2006, Gritli-

L¡nde, 2007).

La señalizac¡ón de faclores de crecimient|3 reciproco entre el mesenquima y

ep¡telio del paladar es importante para el creeimiento temprano y modelamiento

de las laminas horizontales palatinas, previa a su elevación para ubicarse arriba

de la lengua, se produce una señalización compuesta entre otros, por las vías

de BMP, FGF y SHH (Zhang y co|.,2002; R¡ce y co|.,2004). Fgf10 y Bmp4

inducen la expresión de Shi, en el epitelio oral palatino, desde allí Sf,f, se

expresa en el mesenquima palatal, para controlar la expres¡ón de su prop¡o

receptor Ptcly otro factor de crecimiento Bmp2 (R¡ce y col.,2004).

Basados en los eventos involucrados en la formación del labio y el paladar en

ratones, temporal y espacialmente, se podría dividir éstos arbitrariamente en: 1.

Migración de las élulas de la cresta neural (NCCS) a los arcos branquiales y

bolsas far¡ngeas. 2. Desarrollo del septum nasal y neurocraneo anterior, y 3.

Transformación epitel¡o-mesenquima, muy relacionado con el evento

inmediatamente anterior. Esta d¡v¡sión permite facilitar el análisis de SHH en el

proceso de desarrollo del labio superior, paladar primar¡o y secundario.



1. Migración de las células de la cresta neural (NCCs) al primordio facial y

los arcos branquiales

Las NCCs son una población de precursores multipotenc¡ales que dan origen al

empalme entre el tubo neural prospectivo y la epidermis durante los estadios

tempranos del desarrollo. Sus diversos destinos incluyen varios tipos celulares

entre el s¡stema nervioso periférico, melanocitos, células endocrinas, y muchas

del tejido óseo, cartÍlago y tejido conectivo fac¡al y craneal (Santagati y Rijl¡,

2003, Kang y Svoboda, 2005). Las NCCs que contr¡buyen a la cara, se originan

desde el cerebro anterior, medio y posterior. Esas células de la cresta neural

craneal (CNCCS) siguen un camino bien definido hacia el lado ventrolateral de

la cabeza, donde ellas colonizan el mesenquima del primordio facial

(denominado ectomesenquima para diferenciarlo del mesenquima que prov¡ene

del mesodermo) tales como, la prominencia frontonasal y los arcos branquiales

((BAs), tamb¡én conocidos como arcos faringeos). Una vez posicionadas, las

CNCCs proliferan y se diferencian en distintos elementos craneofaciales (Jeong

y col., 2004).

Las células ectomesenquimales necesitan ¡nducción posicional en un orden

para generar las estructuras elaboradas de la cara. Si los mecanismos de

¡nducción, se inic¡an, se ejecuta un programa específico de diferenciación entre

CNCCs, lo cual requiere la actividad modulada de reguladores trascripcionales.

Varias familias de factores de trascripción son expresados en el
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ectomesenquima, incluyendo genes tales como Hox, Dlx, Msx, Hand, Pax, PNy

Fox (Jeong y col., 2004, Kang y Svoboda, 2005).

Jeong y col. (2004), encontraron que la perdida de la vía de señalización

Hedgehog (Hh) en NCCs tiene un efecto profundo sobre las estructuras

craneofaciales. Los defectos incluyen componentes esquelético y no

esqueléticos de la cabeza, pero notablemente no afecta el s¡stema nervioso

periférico, el cual es también derivado del NCCs. Basado en esta y otras

evidencias, conctuyeron que la vía de señalización Hedgehog es indispensable

para la generación y migración de NCCs. Esta vía de señalización, también es

esencial para las etapas tardías en el desarollo craneofacial involucrando la

posmigración de CNCCs en el primordio facial. Los componentes esqueléticos

en y alrededor del paladar (procesos palatal, pre-esfenoide, palatino y

pter¡goide del maxilar y vomer) y en la región del oído (hueso gonial, anillo

timpánico, martillo, yunque, estribo y procesos est¡loides) también como las

partes no esqueléticas, tales como, la lengua y los incisivos inferiores, están

ausentes, sugiriendo que esas estructuras están moduladas por la vía de Hh en

NCCs. Por otra parte, el proceso dentar¡o, el cartilago de Meckel, el hueso

yugal y el proceso zigomático del maxilar están presentes pero reducidos, lo

cual puede reflejar una ¡nfluencia directa o indirecta de la vía de señalización Hh

sobre el crecimiento de BAs (Jeong y col., 2004).
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Jeong y col. (2004), concluyeron que Shh es exclus¡vamente responsable para

Ia vía de señalización en la cara previo al E12 y que estia vía de señalización

regula la expresión ectomesenquimal de cinco genes Fox (Foxc2, Foxd1,Foxcl2,

Foxfl y FoxF2) duranle el desarrollo craneofacial (Jeong y col., 2004).

2. Desarrollo del septum nasal y neurocraneo anterior.

Algunos estudios mostraron que la inactivación de Shh u otros componentes de

la transducción de la vía de señal¡zación cau§aron defectos en el patrón

mediolateral de los cartílagos en la fusión en la línea media en pez cebra (Brand

y col., 1996; Schilling, 1997; Kimmel y col., 1S95). Similarmente en ratones,

mutaciones de Sá/r que producen perdidas de la función, causan severos

defectos en el crecimiento craneal y ta perdida del crecimiento de todos los

huesos craneales (Santagati y Rijli, 2003, Chiang y col., 1996). Mutac¡ones de

SHH en humanos expresan el síndrome de la holoprosencefalia, acompañada

por defectos craneofaciales de la línea media y el proceso frontonasal (Muenke

y Beachy, 2000).

En pez cebra, Sññ puede compartir este rol con tiggywingle hedgehog (twhh), el

cual es expresado en s¡m¡lares patrones. Mutanciones sonic you (syu) en pez

cebra, alteran la expresión de Shh. Wada y col. (2005) realizó experimentos en

embriones en diferentes estadios del desarrollo con estas mutaciones, las

trataron con ciclopamina (inhibidor de Shh) y estudiaron el patrón esqueletal y la
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morfogénesis. Los resultados sugieren que Shh actúa en diferentes t¡empos y

reg¡ones, lo cual ayuda a explicar el espectrum de los defectos de polaridad

medio-lateral observada en peces, ratones y humanos en la vía de señalización

de Hh. La señal Hh §arjosalo y Taipale, 2007) (figura 4), actúa tempranamente

en la esqueletogénesis en la línea media y tardíamente promueve la

condrogénesis, estos orígenes múltiples de Shh ¡nduce el patrón esqueletal. En

pez cebra, los dos principales cartílagos: el plato etmoides y el trabeculado,

or¡ginado de diferentes precursores, dependen de Ia señalización de Hh para su

desarrollo. Alteraciones de la señalización Hh en mutiantes syu en pez cebra o

en embriones tratados con ciclopamina durante la gastrulación causa ciclopía.

La vía de señalización Shh, esta asociado con la fusión trabecular y la perdida

del etmo¡des medial, posiblemente por la ausenc¡a de NCCS, lo cual produce la

fusión trabecular en la línea media ventral y la perdida de la condrogénes¡s en

el neurocraneo anterior (Wada y col. 2005). Experimentos con transplantes de

células sugirieren que hay dos orígenes de Shh en este proceso, el tubo neural

ventral y el ectodermo oral, lo cual fue demostrado experimentalmente con

¡njertos celulares. Trasplantes de células del tubo neural ventral de pez cebra

Wild-type en el cerebro anterior en embriones defic¡entes en Hh, rescatan

localmente el desarrollo del neurocraneo anterior y separan el trabeculado en la

línea media. También, este grupo logró con injertos ectodermales orales,

rescatar la condrogénesis en el neurocraneo anterior (l/Vada y col., 2005). Estos

resultados de Wada et all, son consistentes con experimentos en pollo, lo que

sugiere, que Shh del ectodermo fac¡al promueve el crecimiento frontonasal y
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maxilar (Hu y col., 2003; MacDonald y col., 2004). Los mecanismos por los

cuales SHH controla el crec¡m¡ento coordinado y la fus¡ón de los primordios

faciales son altamente conservados entre los vertebrados. El tubo neural y

ectodermo oral en la línea med¡a forma un centro organ¡zador que controla el

crecimiento esqueletal y la morfogénes¡s. Los dos tejidos expresan SHH.

Mutaciones en ratones y humanos que alteran el epitelio escamoso oral

usualmente causa FLP, presumiblemente como respuesta a defectos en esos

centros de señalización (Celli y col., 1999). En humanos, mutaciones en el gen

SHH con perdida de función, causa holoprosencefalia acompañado de

anomalías faciales incluyendo c¡clopía y FLP. (Nanni y col., 1999).

Estos resultados sugieren un rol para SHH en el movimiento de las NCCs en la

línea media, como también en su d¡ferenciación, formación y patrón del

cartílago medial (septum nasal en humanos), y su rol en la generación de FLP

(Celli y col., 1999; Hu y col., 2003; MacDonald y col., 2004; Wada y col., 2005).

3. Transformación epitel¡o-mesenqu¡ma.

El epitelio delimita el ambiente extemo de las estructuras que intervienen en la

formación del labio superior y paladar, mientras el mesenquima se encuentra en

la parte interna de estas estructuras. La func¡ón de la banera epitelial es

parcialmente soportada por las uniones oélula-célula, tales somo, las un¡ones

fuertes y desmosomas. Además, las células epiteliales normalmente tienen
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polaridad basal-apical y se unen a la lámina basal por hemidesmosomas (Kang

y Svoboda,2005). En contraste, las células mesenquimales son más móviles y

rodeadas por matriz extracelular. Un fenotipo de transformación desde el

epitelio al mesenqu¡ma (transformaciÓn epitel¡o-mesenqu¡ma (EMT)), requiere

una secuencia de expresión génica regulada (Kang y Svoboda, 2005)'

La fusión de labio y el paladar ocurre cuando dos láminas de epitelio se

fusionan y se transforman a través de EMT. Los dos tejidos tienen una perdida

de uniones célula-célula, ruptura de la lámina basal e incremento de la

movilidad. Sin embargo, en el paladar, este proceso es complejo, porque, los

dos procesos de superfic¡es epiteliales, primero se unen una a otra, después las

células de las superficies tienen que desprender una capa de élulas muerta§

antes del proceso de EMT (Kang y Svoboda, 2005). Experimento§ /n v,fro,

cuando las láminas palatinas fueron removidas del maxilar y colocadas sobre

sustratos, la fusión y EMT progresó, con una confluencia mesenquimal

completa a las 72 horas y se demostró que GfgR2 media la expresión del gen

SHH en el epitelio (Kang y Svoboda, 2005).

Expresión de Shh en el epitelio fue deregulado en ratones mutados Fgfrzb-l* y

FgflA-b, In Vitro, donde se demuestra que la proteína FGF10 recombinante,

induce proliferación celular y la expresión del gen Shh en el epitel¡o palatal y

estos dos eventos inducen la expresión del receptor Patched 1 (Ptc1) en el

mesenquima adyacente. Esto sugiere que Shh actúa corriente abajo de Ia
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señal¡zación FgflolFgfr2b y estimula la proliferación mesenquimal (Rice y col.,

2004). Péptidos exógenos de Shh inducen la proliferación en exp¡antes

mesenquimales palatales aislados y la inactivación de Shh en el epitelio oral

produce un fenot¡po de fisura similar al producido por mutantes de Fgfr2b-l* y

Fgfl O-l-. La ausencia de Smoothened (Smo) en el epitelio no altero el

desarrollo del paladar. Así, la señal de Shh a través de Smo, confirma que el

tejido blanco de Shh no es el epitelio sino el mesenquima (Rice y col., 2004).

Shh se expresó en el epitelio oral en ratones en el estadio de desarrollo E11.5

hasta El5:5, pero sólo en las áreas que habían engrosado. Desde el estadio

E14.5-E15.5 su expresión se volv¡ó restringida a la formación de las anugas del

paladar en el epitelio oral palatino, las cuales son pequeñas áreas de

engrosam¡ento en el epitelio oral del paladar (Rice y col., 2006). Los receptores

Plcl y 2 se expresaron en el mesenqu¡ma adyacente al ep¡telio oral del paladar

en E13 y 14.5. En E13 Ptc2 también se expreso en el epitelio oral palatal. La

expresión mesenquimal de Ptcl fue mucho más fuerte que Ptc2. Smo, el cual

es requerldo para la activación de la cascada de señalización ¡ntracelular, se

expresó ampliamente en el mesenquima palatal. En E14.5 Smo se expre§Ó en

el meseñquima alrededor'de la tranja de fusión de MEE (Rice y col., 2006). Gli

1 ,2 y 3, efectores trascripcionales de señalización de Sht , expresados en el

mesenqu¡ma del paladar en E13, pero en E14.5 su expresión fue limitada al

mesenquima adyacente al epitelio oral del paladar. Glil se expresó en un

patrón más amplio en el mesenquima del paladar en la región anterior en

comparación a la posterior. En el hueso palatino en desarrollo, estos genes
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fueron también expresados (Rice y col., 2006).

Figura 4, V¡a de señalizaclón Hh. Tomado de: Varjosalo and Ta¡pale, 2007. J Cell Sc¡. 120: 3-
6.

SHH esta asociado al síndrome de la holoprosencefalia'

La holoprosencefalia es una anomalía común del desarrollo del cerebro anterior

y el tercio medio facial, donde los hemisferios cerebrales fracasan para

separarse en mitad derecha e izquierda. Este síndrome afecta las estructuras

mediales craneofaciales que intervienen en el desarrollo del labio, nariz y

paladar. Estudios en humanos reportan que mutaciones y haploinsuficiencia en
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el gen SHH producen holoprosencefal¡a (Nanni y col., 1999). Las

malformaciones craneofac¡ales incluye hipotelorismo, hipoplasias del tercio

mediofacial y fisuras faciales como resultado de la repogramación molecular de

un centro organizador cuya actividad controla el crecimiento externo y el patrón

de las estructuras de los tercios medios y super¡or fac¡al. Colectivamente estos

datos revelan un mecanismo por el cual la expresividad variable del síndrome

puede producirse por la disrupción de la vía de señalización del gen SHH

(Cordero y col., 2004).

Anál¡s¡s de siete mutac¡ones (G31R, D88V, Ql00H, N115K, W117G, W117R, y

E188Q) que alteran el domin¡o de señalización N-terminal de la proteína SHH, y

muestra que dos de' esas mutaciones- (Ql00H y E188Q), las cuales están

l¡gadas a holoprosencefalia, producen efectos no detectables sobre el

procesamiento, la unión al receptor o la señalizac¡ón de SHH (Maity y col.,

2005). Las cinco mutaciones restantes afectan el proceso normal de unión a

Patched, produciendo grados variables en la señalización. Esos efectos

incluyen introducción de un sitio de reconocimiento para una proteasa sim¡lar a

Furin por la alteración G31R, resultando en un cl¡vaje y produciendo un residuo

de 11 aminoácidos en Ia terminación amino de SHH y consecuentemente

reduc¡endo la potencia de la señalización. Otras dos mutaciones, W'117G y

Wl17R, causa mal plegamiento dependiente de la temperatura y retención en

el retículo endoplasmát¡co, alterando el autoprocesamiento dependiente del

colesterol (Maity y col., 2005).
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Molecularmente, la proteína hedgehog (HH) se comporta como una molécula de

señalización intercelular, la cual es sintetizada en un precursor que sufre clivaje

autocatalítico en un dominio N-terminal (SHH-N) altamente .conservado y un

dominio C-terminal (SHH-C) más divergente. Durante la reacción de

autoprocesamiento, una molécula de colesterol es unida covalentemente a Ia

terminación carboxílica de SHH,N. SHH-N contiene toda la acl¡vidad de

señalización conocida de SHH. En contraste, SHH-C media el cl¡vaje enzimático

y la modificación del colesterol de la proteína. Ésta modificación es crucial para

la actividad de generación de patrones celulares (Nanni L y col., 1999).

Además, el ácido palmÍtico se une a la terminación amina SHH-N por una

posible aciltransferasa Rasp/skinny hedgehog (ski) (Chamoun y col., 2001; Lee

y Treisman, 2001 ;Amanai y Jiang, 2001; Micchelli y cal.,2002). Se cree que la

ad¡c¡ón de lípidos, colesterol y ácido palmítico restringe la habilidad de SHH

para moverse libremente en el ambiente extra-celular (Zeng y col., 2001 ; Gallet

y col., 2003; Chen y col., 2004). Si consideramos las mutac¡ones de SH¡/ y la

relación con el síndrome de la holoprosencefalia, podríamos afirmar que cuando

las mutiaciones se presentan tempranamente en el desarrollo del embrión, estas

conducen al síndrome. Pero cuando se presentan mutaciones en SHH que no

conducen al síndrome o hay haploinsuficiencia, es pos¡ble que las

modificaciones postransduccionales de este gen produzcan posiblemente una

función deficiente de SHH, afectando la función de otros genes que

part¡ciparían en la expresión del fenotipo FLPNS.
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Estudios poblacionales que involucran al cromosoma 7.

Marazita y col., (2002), obtienen ligamientos multipunto positivos para las

regiones cromosómieas 1,2,3.4, 6, 18 y 21. También en este trabajo se

reportan asociaciones significativas pa,a loc¡ en los cromosomas 3, 5, 6, 7, 9,

11, '12, 16,20 y 21 . Cabe destacar que, este trabajo constituye el primer reporte

de un anál¡sis de este t¡po en una población de origen asiático y que ineluye al

cromosoma 7. Posteriormente, Wyszynski y col., (2003), realiza un estudio en

dos familias sirias con un gran número de casos de FLPNS. Los resultados de

ligamiento muestran que las regiones cromosómicas 3p21 .2, 4q32.1 , 7q34 y

particularmente 17p1 3 constituyen regiones candidatas con fuerte evidencia de

contener loc¡ para FLPNS. En este estudio se incluye una región próx¡ma (7q34)

a la región del gen SHH (7q36ter). Estos hallazgos se suman a los argumentos

para proponer a SHH como gen que participa en la etiología de la FLPNS.

Este proyecto analizó posibles variaciones en los exónes y regiones ¡ntrónicas

adyacentes a los exónes del gen SHH. Además, se selecc¡onaron tres SNPs de

SHH: rs1233556, rs9333613 y rs1233555 y se genotipificaron para cada

individuo mediante PCR-RFLP. Se real¡zaron análisis de asociación tríos casos

progenitores, caso--control y la combinación tríos caso-progen¡tores-controles,

a nivel de alelos, genot¡pos y haplotipos para determinar su posible asociación

en la etiología de la FLPNS. La elección de SHH se basó en evidencias

experimentales en animales, en estudios en humanos que proponen la región
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distal del cromosoma 7, y la participación de SHH en el síndrome de la

holoprosencefalia. Lo anterior sug¡ere, que SHH posiblemenie presente

relaciones funcioilales en las vías moleculares que intervienen en los eventos

de la morfogénesis cráneo-maxilofacial de la FLPNS (Helms y col., 1997, Wada

y col., 2005, Rice y col., 2006, Gritli-Linde A. 2007). No obstante, es necesario

aclárar que el propósito central fue la búsqueda de variaciones en Ia

secuenc¡as, tanto en los exónes como en las secuencias intrón¡cas adyacentes

a cada exón y, por lo tanto, se excluyó el anális¡s de regiones regulatorias cls de

este gen; donde también podrían ubicarse variantes que influyan en el fenot¡po

en estudio, ya que estos análisis constitu¡rían un proyecto per se, dadas las

dificultades de ubicar tales variantes en regiones regulatorias, que pueden estar

a grandes distancias del gen blanco.

HIPÓTESIS

Se han propuesto numerosos genes candidatos potencialmente involucrados

en la expres¡ón de la Fisura Labiopalatina no Sindrómica, los cuales han sido

identiflcados a través de evidencias experimentales y por analogía analizados

en seres humanos. Estos anál¡sis se han llevado a cabo mediante modelos de

análisis genético, los cuales presentan ciertas limitaciones en cuanto a su

capacidad de determinar taxativamente la participación de un gen candidato en

la expresión de esta patología. Dadas estas limitac¡ones se ha propuesto una

estrategia alternativa que permita dilucidar Ia participación de estos genes

candidatos en la FLPNS, a partir del estudio de variaciones en su secuenc¡a y
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del análisis genético correspondiente. En base a los antecedentes expuestos,

el presente proyecto sometió a prueba las s¡guientes h¡pótesis:

Hipótesis: Variaciones en la secuencia ylo polimorfismos de nucleótido único

(Single Nucleotide Polymorphism,SNP) del gen SHH influyen en la expresión

del fenotipo F¡sura Labiopalatina no Sindróm¡ca en una muestra de la población

chilena.

OBJETIVOS

Objetivo General:

ldentificar variac¡ones en la secuencia o polimorfismos de nucleót¡do ún¡co

(SNP) del gen candidatos SHH, en una muestra de tríos caso-progenitores y

controles del estracto socioeconómico bajo de la población chilena, las que se

someterán a anál¡sis genéticos ad-hoc, con el propósito de determinar s¡ estas

variaciones influyen en la expresión de la FLPNS.

Objetivos Específicos:

L ldentificar variantes en las secuencias exónicas e intrónicas adyacentes a

los exónes del gen SHH, utilizando técnicas que permiten un tiamizado

(screening) de variantes nucleótidicas de este gen.

2. Identif¡car aquellas variantes de la secuenc¡a del gen SHH que tengan
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relación con la expresión de la FLPNS, ut¡lizando los modelos de anál¡sis

genéticos de alélos, genotipos y haplot¡pos (compatibles con) utilizando el

diseño de trÍos caso-progenitores, caso-controles y la comb¡nación de caso-

progenitores y caso-controles.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño del estudio

Estud¡o de asoc¡ación con base familiar, que consist¡ó en la selección de casos

índice afectados con FLPNS y sus proge+itores (diseño de tríos caso-

progen¡tores). Los estudios de tríos caso-progenitores evitan la aparición de

asociaciones de tipo no-causal genotipo-enfermedad que sean deb¡das a la

estratifcación genética poblacional (Cardon y Palmer 2003). Este diseño puede

considerarse como un t¡po especial de estudio de casos y controles, en el que

los alelos no transmitidos por los progenitores a Ia progenie, conforman un

grupo controf artificial pareado cún los c¿¡sos por origen étnico. En ta práctica,

se seleccionaron familias a través de un caso índice afectado, y a partir de ese

caso se obtuvo información sobre los genotipos de los dos progenitores.

Además, se seleccionó una muestra de 15O pacienles gue no tenían FLPNS y

pertenecieran al mismo estrato socioeconómico que los casos índ¡ces

afectados con FLPNS.

Griterios de sefección de la muestra

La muestra de 150 tríos caso-progenitores se obtuvo mediante una encuesta

directa, hnto al proffio como a sus progenitores, de entre aqueflos pacieñtes

que concurieron en busca de rehabilitación integral al lnstituto de

Rehabil¡tac¡ón de Malformaciones y Deformaciones Máxilofaciales
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(IRMADEMA), de la Facultad de Odontología de Ia Universidad de Chile, al

Hospital del Niño Fisurado Dr. Alfredo Gantz Mann y al Centro de Amigos del

iliño Fisurado (CEANFI) local2ado este último en la ciudad de Talca y los dos

primeros en Sant¡ago. Sólo se incluyó a aquellos probandos que presentaron

fisura labiopalatina no sindrómica, es decir, que no presentaron ninguna otra

patotogía asociada, ni tampoco se iñctuyo síndrornes que presenten, entre

otros aspectos, f¡sura lab¡opalat¡na. El término fisura labiopalatina incluye a

aquellos probandos que presentaron fisura de labio, uni o bilateral, fisura de

labio y compromiso del reborde alveolar, uni o bilateral y fsura de labio con

reborde alveolar y hendidura palatina (paladar duro y/o blando) un¡ o bilateral.

Los diagnósticos clínicos que establecieron que se trata de una FLPNS fueron

previamente efectúados por los médicos genetistas que trabajaroñ en los

lugares de donde se obtuvo la muestra. En el caso de CEANFI Talca los

probandos recibieron tratamiento en alguno de los centros mencionados que se

ubican en la ciudad de Santiago. Además, los probandos que se incluyeron en

Ia muestra están en su gran mayoría en etapa de rehabilitac¡ón con ortodoncia

por lo que el d¡agnostico clínico puede, si es necesario, corroborarse en las

fichas clínicas respectivas de los ceñtros mencionadús. Los trÍos que

constituyeron la muestra motivo de análisis, provienen tanto de

reconstituciones genealógicas que el laboratorio posee en un banco de datos,

como por nuevos tríos, para los cuales también se efuctlaron la reconstifución

genealógica conespondiente, con el fin de alcanzar el tamaño muestral

propuesto. La recolección de tríos se efectuó hasta alcanzar el tamaño
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muestral adecuado. Todos los individuos que se incluyeron en la muestra

fueron informados tanto verbalmente como por escrito, a través de un

documento de consentimiento informado, gue debieron leer y firmar, por lo que

toda persona que participó en esta investigación, lo hizo en forma

absolutamente voluntaria. Para ev¡tiar los efectos de la estrat¡ficación

poblacional de la población mixta chilena, en que se ha demostrado que existe

una relac¡ón entre los estratos socioeconómico y el grado de miscegenación

amerindia, los tríos seleccionados pertenecen a los niveles soc¡oeconómicos

bajo y medÍo-bajo, que son los que presentan el mayor componente amerindio

(Valenzuela CY, 1988; Palomino y col., 1997 (a); Palomino y col., 1997 (b)).

La población amerindia es de origen asiático y este grupo étnico es el que

presenta las más altas tasas de incidencia y prevaiencia en comparación a

poblaciones de origen caucásico o negroide (Vanderas AP, 1987). Basado en

estos antecedentes, la muestra analizada en el presente estudio fue

seleccionada del estrato socioecoñómico chileno bajo y medio bajo.

Análisis Genét¡co-Molecular para la determinación de var¡antes en la

secuencia del gen SIIH

1. Extracción de DNA genóm¡co total

A cada individuo que participó se le extrajo 5 ml de sangre venosa periférica en

un tubo Vacuotainer con EDTA como anticoagulante. El DNA genómico se

extrajo desde esta muestra utilizando el protocolo modificado descrito por
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Maniat¡s (J. Sambrook, EF Fritsch, T.Maniatis. "Molecular Cloning, A

Laboratory Manual2. Sec. Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York

1989).

2. Método de CSGE (eonformation-sensitive gel electrophores¡s)

Una vez se extrajo el DNA genómico de todos los ¡ndividuos, se amplificó las

secuencias correspond¡entes a los exónes y a las secuencias intrónica

adyacentes a los exones del gen SHH, mediante la reacclón en cadena de la

polimerasa (PCR). Para esta amplificación se d¡señaron los partidores

correspond¡entes en base a las secuencias descrita para el gen SHH, para ello

se utilizó el programa en línea Pr¡mer 3 (h_tto://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/orimer3lorimer3 www.cgi), se utilizó como referencia las secuenc¡as del

gen SHH, las que se extrajeron de la base de datos Ensemó/

(htto:l/www.ensembl.oro). Para confirmar la especificidad de cada partidor, se

utilizó el programa BLAST N

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/blastview), seleccionando así el par de

oligonucleótidos que sólo reconoció un sitio en el genoma, el que debió

corresponder al gen en estudio. Con estas herramientas se d¡señaron Ios

partidores descr¡tos en la tabla 1, en la que además se detallan las cond¡ciones

Tm de amplificación de cada segmento.
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Tabla I

Partidores para los exónes de SHH,

Gen Exón Segmento Part¡dores Tamaño (pb) Tm

SHH

1

F : CGGGCAAGGTTATATAGGAAG

R : TGGGGATAAACTGCfi GTAGG
60

B

F : MGAGGAGGCACCCCAAAAA

R : GGAAGTGTTCGGCTTCTCGTAA
275 60

2

F : GGTTGCCCAGGCTMCGTGÍ

R i GCGGTCAGACGTGGTGATGT
209 60

B
F : AAGGACAAGTTGAACGCTTTG

R: CCCAGGTTTCTTTITCTCTTGA
60

3

F : TTCTTTCCCTTCTCCTCACC

R i GTCTCGATCACGTAGAAGACC
57

B

F: TACAGCGACTTCCTCACTTTCCT

R : ACCCGGTTGATGAGAATGGT
374 63

C
F : AGGGCACCATTCTCATCAACC

R : CAGGAGCCAGGTGCCTATTIG
204 63

D
F: AGAGTAGCCCTMCCGCÍCCA

R : CGCCTTTICCGAGTGTCTTTT
242 63

Segmentos, partidores y TM de amplificación para las secuencias corespondientes a ocho
segmentos de los tres exónes y a las secuencias intón¡cas adyacentes a los exónes del gen
SHH.

La base de datos Ensembl oltpJA¡^MrySnSe¡tblqg), cuenta con la

información del número de exones e intrones del gen SHH, seleccionado para

este proyecto. Es asi como SHH tiene 3 exónes y 3 intrones (Figura 5), con un

tamaño total de trascripción de 1,576 bps.
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Figura 5. Gen SHH. En el panel superion Secuenc¡a, número y longitud de exones del gen
SHH. Panel inferior: Mapa de la ubicación del gen SHH en el cromosoma siete.

Con los productos de PCR se aplicó la técnica de CSGE, que fue desarrollada

como un método de anál¡sis de heteroduplex, para el tamizado de variaciones

de secuencia de grandes genes multiexónicos. Esta técnica se basa en

diferencias conformacionales, en un fragmento de DNA de doble hebra,

causadas por la formac¡ón de moléculas de heteroduplex (Nagamine y col.,

1989). La molécula heteroduplex tiene una o más bases desapareadas

5 2i5

1 ?6t

2 569

. B¡3
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Figura 6: Esquema del pr¡nc¡p¡o del análisis de heteroduplex. El heteroduplex tiende a tener
una movilidad electroforética retardada en relación al homoduplex. Extraído de Nataraj y col.,
Electrophores¡s I 999, 20: 1 177 -1 1A5.

3. Secuenciación de DNA

Los fragmentos que presentaran movilidad alterada identificados por el método

de CSGE, se reamplificaron y puriflcaron para ser usados como templados en

una reacción de secuenciación de DNA, con el objeüvo de detectar la variación

de secuencia que produjo el heteroduplex en este segmento. Aquellos casos
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excepcionales, en que la técnica de CSGE moskó resultados dudosos respecto

a Ia movilidad de un segmento, estos fueron hmb¡én considerados para su

secuenciac¡ón. Como el laboratorio no contÓ con un equipo de secuenciación

automático, utilizamos los servicios de una empresa externa que posee el

equipam¡ento y personal idóneo para llevar a cabo esta labor.

A

Figura 7 Gel MDE y secuenciam¡ento del segmento con mov¡l¡dad alterada, Variante
c.541G>A de N4SX1. A) Gel de N4DE que muestra una banda con movilidad electroforética
alterada a la derecha, en comparación con la banda esperada a la izquierda. B) Secuencia de¡
fragmento con movilidad alterada que muestra el cambio G>A. Gel facilitado por José Suazo,
obtenido en su tesis doctoral, laboratorio del Dr. Rafael Blanco.

4. ldent¡ficación de variantes de los genes en estudío

Con los resultados de Ia secuenciación de los segmentos que tuvieron

diferencias en su patrón migratorio en el análisis de heteroduplex, como se

observa en la figura 6, se proced¡ó a alinear estas secuencias con las

secuencias de referencia del gen SHH que se encontraron en la base de datos

GENATLAS, utilizando el programa computacional Genchek
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(htto://www.oc¡mumbio.com/web/ bio¡nformatics) para ident¡flcar la§ variantes

que generaron el heteroduplex. Como se mencionó anteriormente, dado que se

uülizó el diseño de tríos caso-progenitores, fue posible determinar cuales de las

variantes encontradas fueron transmitidas de padres a progenie afectada. Este

modelo permitió además especular acerca de la posible penetrancia en el caso

de que un progenitor no fuera afectado, pero que presentó la varlante que

cosegrega con el rasgo.

5. Anál¡sis genét¡co utilizando SNPs.

Al no encontrarse ninguna banda retardada en la técn ica heteroduplex, como se

observa en la figura 8, en donde se presenta un gel MDE para muestras tríos

casos-progenitores para el gen SHH, fue necesar¡o analizar tres polimorfismo

de nucleót¡do único (Single Nucleotide Polymorphism,SNP) del gen SHH en una

muestra de 150 tríos caso-progenitores y 150 controles. Para, así determinar la

asociac¡ón entre alelos, genotipos y haplot¡pos de estos polimorfismos con

FLPNS.

Los segmentos de este gen en donde se ubicaron dichos SNPs, se

amplificaron, utilizando PCR, para luego digerirlos con las enzimas de

restricción correspondientes (PCR-RFLP) Los productos de PCR, fueron

sometidos a digestión con endonucleasas de restricc¡ón, las cuales fueron

selecc¡onadas según su variante polimórfica, utilizando el programa "DNA for

Window", (httor/www.dna-software.co.uk/.). Posteriormente, se realizó la
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electroforesis en geles de agarosa ?l 2,5o/o de estas muestras tratadas con

endonucleasas. Así se obtuvieron los genotipos de todos los individuos para

luego aplicar las pruebas eshdísticas adecuadas.

Figura 8, Gel MDE para tres segmentos del gen SHH en cuatro tríos. En cada can¡l se
corrieron tres segmentos amplificados de SHH del mismo individuo. P: padre, M: madre y H:
hüo- Elaborado en el Laboratorio de Genética Molecular Humana. Facultad de Med¡cina,
Un¡versidad de Chile, 2007, No se observan segmentos con movil¡dad alterada.

De la base de datos del NCBI ftttp:l¡www.ncOi.nlm.

snp ref.cqi?chooseRs=het&locusl...) se seleccionaron inicialmente dos SNPS

rs9333613 (ArG) y rs1233556 (C>T), pero posteriormente se selecc¡onó un

tercero, rs1233555 (C>T), porque la frecuencia baja del alelo del rs9333613, no

se detecto en la muestra. En la tabla 2, muestra los SNPs seleccionados, su

ub¡cac¡ón y pos¡ción en el gen, los part¡dores diseñados para los segmentos

donde se encuentran los SNPs, el polimorfismo en los alelos, su frecuencia de

heterocigocidad y la endonucleasa espec¡Rca para el s¡tio de restr¡cción. Para

complementiar la selección de los SNPs, también se utilizó la herramienta

TagSNP implementada en la página web de la base de datos 'Hap Map", que
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determinó que polimorf¡smos fueron los más representativos de la variabilidad

total del gen, para lo cual se uiil¡zó como referencia una frecuencia del alelo

menos representado mayor a 0.3 y un f mayor a 0.8.

Teniendo en cuenta que la poblac¡ón mixta chilena contemporánea, presenta

estratificación poblacional socioeconómica étnico-dependiente, sólo se utilizó la

base de datos "Hap Map" de la poblac¡ón europea y asiática.

Se amplificaron las secuencias conespondientes que contenían los SNPs

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para el diseño de

estos oligonucleótidos, se siguió la m¡sma metodología utilizada para los

partidores y amplif¡cación de los segmentos del gen SHH para la técnica de

MDE.CSGE.

TABLA 2

Característ¡eas de los SNPs selecc¡onados para el gen SHH.

Se describe la posición de cada SNP en el intron't, los partidores d¡señados para su
amplificac¡ón, los alelos pol¡mórf¡cos, la frecuencia de heterocigocidad y las endonucleasas de
resúicción util¡zadas.

Gen Región Pos¡c¡ón SNPs Part¡dores Alelo Het Enzima

SHH

¡ntronl 415279 rs12335 56
F

R

CCTCTGCAGMGTCACCTTGAA

CCf CAGATAAGGATGCGACAGA
C>T 0_259 Nla lII

intronl 475753 rs9333613
F : CCCTCTTTAAATCCCATGTCC

R : AGGAGGCAGGAMCACTGACTA
A>G 0.169 Ban II

in tronl 474162 rs 12335 5 5
F : AGMAGGCCCCCAGCTCTAC

R: GGACACGTTAGCCIGGGCTA
c>T o.499 Sau3A1
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Métodos de análisis estadístico

En este estudio se consideraron dos muestras: una de tríos caso-progenitores

y otra muestra de controles. Se reallzaron tres anál¡sis: un estudio de

asociación con los diseños de un análisis caso-control (considerando sólo los

probandos de cada trío), un análisis de tríos caso-progenitores y un anál¡sis

combinado de tríos caso-progenitores y controles.

)

Para el análisis de casos y controles, se calculó las frecuencias alélicas y

genotípicas en ambas muestras, mediante proporciones simples, para los

SNPS rs123556 y rs123555 del gen SHH. Con estas frecuencias se estirnó si

los genotipos de ambos grupos, se distribuyeron de acuerdo a las proporc¡ones

de Hardy-Weinberg (ver Tabla 3), utilizando el paquete estadístico STATA 8

(Stata Corp, 2003). La anterior estimaciÓn se realizó porque se ha reportado

que desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg en una población, puede

incrementar la posibilidad de encontrarse tanto resultados falsos positivos

como falsos negativos de asociación cuando se ut¡liza marcadores bialélicos.

Generalmente, las desv¡aciones del equilibrio de Hardy-Weinberg se deben a

que posiblemente existe estratificación poblac¡onal (Schaid y Jacobsen, 1999).

Para establecer la posible asociación de algún SNP de SHH con la FLPNS, se

compararon las frecuenc¡as alélicas (ver Tabla 4), genotipicas (ver Tabla 5) y

haplotípicas (ver Tabla 6) en los análisis casos-cúntroles utilizando la prueba

de razón de máxima verosimilitud (Likelihood Ratio Test) (Butler y col., 2005).

Además, para estiablecer la presencia de alelos, genot¡pos y/o haplotipos que
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representen un r¡esgo incrementado de expresar la FLPNS, se calculÓ la

medida de Odds Ratio (OR) con un ¡ntervalo de confianza de 95%. Para estas

p!'uehas se utilizó el programa UNPHASED 3.0.9 U!gi¡{w!{'ryI§:

bsU.SjilI¿c !&&e§0rAiiÍg¡lv§S-f!ryéia'- LrlphA§cdl (Dudbr¡dge F, 2003)

En la muestra de tríos casos-progenitores, con los datos obtenidos de la

genotipicación de los SNPs de SHH, se analizó la transmisión de alelos

específicos de los padres heterocigoios a sus hijos afectiados. Para este

análisis, se aplicó la Prueba de Desequ¡libr¡o de Transmisión (TDT, Spielman y

col., 1 993). Estia prueba, evalúa la transmisiÓn de alelos desde los padres

heterocigotos hacia los hijos afectados. Consiste que al selecc¡onar tríos

fam¡liares a través del caso índice, la asociación entre el factor genético y la

enfermedad, se observa que la transmis¡ón de alelos desde padres

heterocigotos hacia sus hijos afectados se aparta del valor esperado

(probabilidad de transmisión = 50%). Por tanto, si un alelo está asociado con un

mayor riesgo de enfermar, éste se transmitirá más del 50% a los hijos

atectados. El paquete estadístico STATA I (Stata Corp, 2003) tiene

implementada esta prueba. La ventaja del TDT sobre el análisis de estud¡os

clásicos de caso-control, consiste precisamente en que obvia el efecto de la

estratificación poblac¡onal, reduciendo la posibilidad de obtener resultados

falsos posit¡vos (Santos y m!.,2402).
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Los estudios de caso-control son sensibles a la estratificaciÓn poblacional' Los

diseños de tríos caso-progenitores no son afectados por problemas de la

estratificac¡ón poblacional. Sin embargo las pruebas estadísticas asociada§ a

este diseño pierden poder ante una baja proporciÓn de padres heterocigotos en

la muestra. Es por esta razón se han realizado anális¡§ que combinan ambos

tipos de diseño, con lo cual se podría incrementar el poder estadíst¡co para

detectar asociaciones genotipo-fenotipo. Sin embargo, hay que considerar que

los estudios realizados en dos etapas (por ejemplo, un estudio de caso-control

seguido de un estudio de caso-progen¡tores) comparten parc¡al o totalmente la

muestra de casos, por lo que se crea una conelación de datos que no permite

tratiar ambos estud¡os de forma independiente (Martin y Kaplan 2000). No

obstante, se ha descrito una forma de comb¡nar los estudios de caso-control y

los estudios de tríos caso-progenitores en un análisis integrado que permita

extraer toda la información de los sujetos del estudio, incluyendo aquellos

casos para los que no haya s¡do posible encontrar información fam¡liar (Epstein

y col., 2005). Este procedimiento de análisis combinado se ha implementado en

el paquete estadístico UNPHASED.

Tamaño de la muestra

Hemos utilizado el sofrware QUANTO ftttBlhvdrc=u§g§fu/gxei) (Gauderman

2003) para calcular el tamaño de muestra del estudio de tríos de caso-

progenitores. Con un tamaño de 150 tríos, se alcanza un poder estadíst¡co de

SOyo pa¡a detectar riesgos relativos genotípicos de 1.6 o superiores, usando
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marcadores de heterocigocidad med¡a (como los que se esperan encontrar en

los genes seleccionados) y con una conf¡anza de 95%. Para realizar el análisis

de los SNPs, se adicionó un grupo de 150 controles no relacionados entre s¡.
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RESULTADOS

De los 150 tríos caso-progenitores analizados en esta tesis, el 62,8%

pertenecía a familias simplex (un afectado por familia) y un 37,2Yo de familias

múltiplex (más de un afectado por famil¡a). Los probando de estos tríos eran

mayor¡tariamente varones (62,20/0) y un 37 ,8o/o eran mujeres. Respecto a la

severidad de las fisuras de en esta muestra, la gran mayoría (82,9%)

presentaba una fisura completa, es decir, aquella que afecta al lab¡o, reborde

alveolar y paladar, en tanto que un 6,2% presentaba fisura de labio y reborde,

un 9,3% sólo f¡sura labial y 1,6% presentó una pequeña muesca en el labio

super¡or. En relación a la lateralidad de las fisuras en la mue§tra analizada, el

36,7% de los probando presentó una fisura del lado izquierdo de la cara, un

32,5% del lado derecho, en tanto que las fisuras bilaterales estuvieron

representadas un 30,8%.

Utilizando la técnica CSGE en geles de MDE, se realizó un tamizaje (screening)

de variantes nucleót¡d¡cas de SHH. Se anal¡zaron inicialmente 80 tríos (160

progenitores y 80 casos) para los ocho segmentos del gen SHH (1920

reacciones de PCR e igual número de análisis de CSGE). No se encontraron

segmentos con movilidad alterada en los geles MDE. Esto se interpretó que no

se hallaron variantes o mutaciones que fueran potencialmente cau§ales de

FLPNS. En la figura 8, se observa un gel MDE para tres segmentos
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amplificados del gen SHH en una submuestra de pacientes con FLPNS, en

donde no se observó ninguna banda retardada.

Por esta razón, se incluyó el análisis de dos SNPS: rs1233555 (C>T) y

rs1233556 (C>T), los cuales se analizaron med¡ante PCR-RFLP en la muestra

de 150 tríos caso-progen¡tores no relacionados y en 150 controles. Con estas

muestras fue posible Íealizar tres tipos de anális¡s de asociación genotipo-

enfermedad: a) un análisis de tríos caso-progenitores, b) un estudio caso-

control, considerando sólo a los probandos de cada familia; y c) un tercer

análisis combinando las dos muestras anteriores.

Los resultados mostraron que las muestras de casos y controles estaban en

equ¡libr¡o de Hardy-Weinberg, teniendo en cuenta que ningún valor fue

significativo (p< 0.05). En la Tabla 3, se describen los valores obtenidos.

Tabla 3

Equíl¡brio de Hardy-Weinberg para los SNP rs'1233556 y rs1233555

Equilibrio de Hardy-Weinberg

SNP Grupo p

555

Caso 0.17612

Control 0.'t9671

556

Caso 0.20

Control 1.00
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Para cada uno de los análisis realizados (mencionados anteriormente), se tuvo

en cuenta las frecuencias de alelos, de genotipos y de haplotipos para los SNPs

seleccionados del gen SHH.

Figuras 9A y 98. Resultados de la acc¡ón de las endonucleasas. En el gel de agarosa de la
figura 94, se observa la acción de Nla lll sobre amplificados del SNP rs1233556, en el caril 6
se presenta una muestra de un pac¡ente con genotipo CT, en el cardl g un genot¡po TT y los
otros caniles t¡enen genotipos CC. En el gel de agarosa de la f¡gura 98, se observa la acción
de Sau3A1 sobre amplificádos del SNP rs1233555, en el caril 1,2, 4 y I se presenta genot¡pos
CT y en los caniles 3, 5, 6 y 7 genotipos CC.

Para determinar estas frecuencias de los polimorfismos en cada SNP,

rs1233555 (CrT) y rs1233556 (C>T), se obtuvieron previamente los segmentos
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PCR-RFLP, productos de la actividad de las endonucleasas NIa lll y Sau3Al

respectivamente, util¡zando geles de agarosa. En la figura 9, se observan dos

geles con los resultados de la acción de las endonucleasas utilizadas para

estos análisis.

No se encontraron diferenc¡as significativas entre las frecuencias de los alelos C

y T entre los pacientes y los controles para los SNP rs1233556 (ANOVA F-

Ratio=16.2; p=0.0000) y rs1233555 (ANOVA F-Ratio=11.17; p=0.000), con una

confiabil¡dad del 95%. Tampoco se encontró diferencias significativas entre las

frecuencias de los genotipos CC, CT y TT entre los casos y controles para los

mismos SNPs (p=9.933 y p=0.006 respectivamente).

En las tiablas 4,5 y 6, se presentan los resultados de los tres análisis de

asociación de los SNPS del gen SHH y la FLPNS. Se obtuvieron los valores de

Odds ratio, intervalos de confianza y los p, para alelos, genotipos y haplotipos

de cada SNPs para cada uno de los análisis.
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Tabla 4

Anális¡s de asociación entre SHH y FLPN§ a nivel alélico

Con respecto a los resultados de asociación de alelos de los SNPS rs1233556 y

rs1233555 del gen SHH y la FLPNS, se observó para el SNP rs1233555 un

valor significativo (p = 0.02878) en el análisis Caso-Controles, no se observó

ningún otro valor significativo para los otros análisis (ver tabla 4).

PRV = Prueba de razón de veros¡militud (l¡kehood rat¡o test)
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SNPs Alelo Odds rat¡o (95o/o IC) PRV p-yalue

Muestra Trios Casos-Progen¡tores

rs1233556

C

T 0.8636 (0.4s26-1.648) 0.6393

rs1233555
c

T 0.8115 (0.4118-1.599)
0.5101

Muestra Casos-Controles

rs1233556

c

T 0.4958

rsl233É55

C

T

.s1233556
C

T
0.4227

rs1233 555
C

T
o.4104



Tabla 5

Análisis de asociación entre SHH y FLPNS a nivel genotípico

Los resultados obtenidos de la asociación de los genotipos de los SNPS

rs1233556 y rs1233555 del gen SHH y la FLPNS, se observó para el SNP

rs1233555 un valor sign¡flcat¡vo (p = 0.04228) en el análisis combinada tríos

caso-progenitores y controles, no se observó ningún otro valor significativo para

los otros análisis (ver tabla 5).

PRV = Prueba de razón de veroslmil¡tud (l¡kehood rat¡o test)
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SNPs Genotipo PRV p-valuc

lluestra Casos-Coñtrole3

cc

CT

TT

0.688 (0.3494-1.356)

rs1233555 CT

TT

Muestra Combinada Trios Casos-Progenitores y Controles

rs123 3 556

CC

CT

TT

0.7992 (0.4035-1.583)

0.4401 (0.0296-6.538)

0.692 5

rs1233 555

cc

CT

TI

1.094 (0.s37s-2.229)

0.0 (0.0-0.0)

o.o422S



Tabla 6

Análisis de asociación entre SHHy FLPNS a nivel haplotípica

Para los resultados obtenidos de la asociación de haplotipos de los SNPs

rs1233556 y rs1233555 del gen SHH y la FLPNS, no se presentó ningún

haplotipo con un valor significativo en los d¡ferentes anál¡sis (ver tabla 6).

PRV = Prueba de razón de veros¡milltud (likehood rat¡o test)
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odds rat¡o (95rrb Ic) Chisq p-value

CC

cI

TT

0-7

t{aplotipo

cc

CI

TC

cc

CT

TC

0.5173



DISCUSION

Este estudio buscó identificar mutaciones causales en las regiones exónicas e

intrónicas adyacentes del gen SHH que pud¡esen estar ¡nvolucradas en el

fenot¡po FLPNS en la población chilena.

En enfermedades complejas, como la FLPNS, hay dificultades para identificar y

estudiar genes especÍficos expresados durante las etapas embrionarias, debido

a las relaciones complejas entre la activación y silenciamiento de estos genes y

el medio ambiente de los tejidos embrionarios. En pez cebra (Brand y col.,

1996; Wada y col.,2005), pollo (Hu y col.,2003; MacDonald y co|.,2004) y

ratón (R¡ce y col., 2006), se ha demostrado que cuando se producen

mutaciones o haploinsuficiencias en SHH, se altera Ia migración de las células

de la cresta neural craneal o la inducción posic¡onal de las células

ectomesenquimales craneales, lo cual afecta los mecanismos de inducción,

iniciación y ejecución de los programas específicos de diferenciación entre las

CNCCs (Jeong y col., 2004; Wada y col., 2005; Rice y col., 2006). Esto requiere

la actividad modulada de reguladores transcripcionales que activan varios

genes. Por ejemplo, en una etapa posterior a la migración e ¡nducción de las

CNCCS, la interacción de SHH con FGF10, fue un proceso clave en la

producción de la fisura labiopalatina, la transformación epitelio-mesenquima y la

expresión de SHH en el epitelio del paladar (Rice y col., 2004). Otros estud¡os
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encontraron que mutaciones y haploinsuf¡ciencia de SHH han sido identificadas

en el síndrome de la Holoprosencefalia (Nanni y col., 1999; Cordero y col.,

2004). Sin embargo, en este trabajo no se encontraron mutaciones ni variantes

pol¡mórficas en las reg¡ones codificantes del gen, por lo que no se pudo

estiablecer una asociación entre SHH y FLPNS.

Basado en los anteriores resultados, podríamos especular, que las mutaciones

o haploinsuficiencia en SHH, no es un requisito único para producir FLPNS.

Algunos estudios ya menc¡onados, mostraron que factores iniciales o

posteriores en la migración o inducc¡ón de las CNCCS alteran los reguladores

transcripc¡onales, modificando Ia expresión de grupos de genes en células de

ciertos tejidos. Los cuales intervienen en el desarrollo craneofac¡al y expresión

del fenotipo FLPNS. Lo cual estaría acorde con nuestros resultados en relación

a que no se encontraron mutaciones, ni variantes de SHH asociadas a FLPNS,

sin embargo, los pacientes estudiados presentan la fisura labiopalatino.

Otra explicación estaría relacionada con los estudios que describen posibles

interacciones de algunas vías de señalización con SHH en Ia expresión de la

FLPNS. Este es el caso de BMP4, que induce la expresión de SHH a nivel del

epitelio del borde medlal de las láminas palatinas, permitiendo su crecimiento y

fusión (Zhang y col., 2002). Mutaciones o deficienc¡as funcionales de estos

genes que interactúan con SHH, podría alterar dichas relaciones y producir el

fenotipo FLPNS, s¡n que este afectado SHH.
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No obstante, se considera necesario analizar aquellas secuencias del gen SHH

que no fueron estud¡adas, como las regiones reguladora c¡s y promotora de

este gen, donde también podrían ubicaÍse variantes que influyan en el fenotipo

de la FLPNS.

Además de los resultados negativos obtenidos en el anális¡s molecular de la

secuencia cod¡ficante, en el estudio de asociación mediante el uso de SNPs en

las dos muestras descritas en materiales y métodos, sólo se observaron para

rs1233555, resultados significativos a nivel de alelos en et análisis de casos y

controles y a nivel de genot¡pos en el análisis combinado. Dado que el estudio

se efectuó utilizando solamente dos SNPs, es pos¡ble que estos SNPs no sean

suficientes para detectiar fehacientemente un posible rol de SF/ll en la FLPNS.

El aumento en el número de SNPs permitiría, en el análisis de haplotipos,

determinar la asociación real de este gen con la FLPNS.
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CONCLUSIONES

Este trabajo no detectó mutaciones causales de SHH que estén involucradas en

la expresión de FLPNS en la poblac¡ón chilena.

Se detectó una posible asociación entre este gen y FLPNS, basado en un

análisis de polimorfismos de nucleótido único (SNPs), sin embargo, esta posible

asociación se debe corroborar con un aumento del tamaño muestral, basado en

los antecedentes de la población chilena por su composición étnica y

estratif¡cación soc¡oeconóm¡co.

Teniendo en cuenta las regiones analizadas del gen, es necesario incluir las

regiones no estudiadas, como las regiones regulatorias cr§, para determinar

posibles polimorfismos que estén asociados con FLPNS. En el análisis con

SNPs, sería recomendable aumentar el número de estos.
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