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RESUMEN

RESUMEN

Dada laimportancia de la malformacion fisura labiopalatina (FL (P)), se ha estudiado desde hace
varias décadas, la etiologiay su genética. En el caso de la fisura labiopalatina no sindrémica, se
han postulado diferentes modos de herencia, siendo en la actualidad el modelo oligogénico é
mas aceptado. En este trabgjo se estudia la asociacion entre alelos de un microsatélite del gen
EDN1(6p24.1) (obtenidos mediante la técnica de PCR), con la FL(P) no sindrémica. Mediante
PCR se obtienen amplificados que se separan por electroforesis en geles de poliacrilamida y
posterior tincion de plata.

La poblacion en estudio se separd en cinco grupos distintos: uno de fisurados Simplex (FSx,
fisurados que provienen de una familia que presenta un solo caso), uno de fisurados Multiplex
(FMx, fisurados que presentan mas de un caso en la familia), los familiares sanos de los
fisurados tanto Simplex como Mdltiplex y un grupo control. Se analizaron las frecuencias de los
once alelos que presenta.este marcador en cada grupo en estudio para confrontarlos, mediante el
andlisis estadistico de #“con la poblacién control que no presenta antecedentes familiares de
FL(P).

Los resultados muestran que los fisurados no difieren de los controles. Sin embargo, €l
grupo de los familiares multiplex y particularmente el de los familiares multiplex varones,
presentan diferencias significativas en comparacion con los controles. Esto nos permitiria
concluir que existiria una relacion indirecta entre EDN1 y la FL(P) no sindromica, la que se
traduce en e dimorfismo sexua observado. Los resultados de esta Tesis apoyarian € modelo
oligogénico de herencia con una hipétesis de heterogeneidad genética, ya que sugiere la
necesidad de la presencia de otros loci parala permanencia de dicha fisura.
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INTRODUCCION

Las malformaciones cr-aneofaciales ocupan el tercer lugar dentro de las malformaciones
congénitas denominadas mayores, después de las malformaciones de extremidades
inferiores y las cardiopatias congénitas, de acuerdo a cifras del Estudio Colaborativo
Latinoamericano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC) (Meneghello, 1997). En las
alteraciones craneofaciales encontramos las dismorfias craneofaciales y las fisuras
craneofaciales, en donde se ubican las fisuras labiopalatinas (FL(P)). En Chile, la tasa de
la fisura labiopalatina se registra como la tercera en frecuencia (1.2 por mil nacidos vivos),
precedida por el Sindrome de Down (1.73/1000) y la polidactilia (1.26/1000) (Nazer et al.,
1997).

En el proceso normal de la formacién de la cara en humanos, el embriéon presenta
una estructura anterosuperior llamada estomodeo, desde la cual, en la cuarta semana de
gestacion, se producen cinco estructuras llamadas procesos: dos procesos mandibulares,
dos maxilares y uno frontonasal, derivadas del primer par de arcos braquiales o faringeos
y producidas por la proliferacion de células de la cresta neural. Al final de la sexta semana
se fusionan los procesos nasales laterales con los procesos maxilares, formandose el
borde de la nariz y la mejilla. Entre la séptima y décima semanas se fusionan las
prominencias nasales entre si con las prominencias maxilares y nasales laterales. La
unién de las prominencias nasales mediales origina el surco vertical del labio y el paladar
primario, y las partes laterales del labio y el paladar secundario se forman a partir de las
prominencias nasales. Todos estos procesos dependen de la continua degradacion de
los epitelios superficiales de contacto e infiltracion de tejido mesenquimatico. Alteraciones
en la fusion de los procesos frontonasales laterales con el proceso maxilar produciran la

Suazo Sanhueza, José Lorenzo 11
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fisura labiopalatina. Esta fisura (lateral o bilateral) dependera de la falta de fusion de uno
o los dos procesos frontonasales laterales con el maxilar (Moore, 1997).

En las fisuras craneofaciales encontramos las fisuras labiopalatinas (FL(P)) y la fisura
palatina aislada(FP), de las cuales se sabe que son entidades etiolégicamente diferentes.
Las FL(P) pueden también estar o no asociadas a un sindrome, es decir, que ademas de
la fisura aparecen otras afecciones congénitas. Entre un 50% a 70% de estas
corresponden a formas no sindrémicas, y las formas sindromicas, a mas de 300
entidades reconocibles. Numerosos sindromes incluyen deficiencias cognitivas o
anormalidades estructurales acompafando a la fisura, para algunos de las cuales, se han
identificado localizaciones citogenéticas, genes o factores involucrados en forma
especifica. Algunos ejemplos de estos sindromes incluyen el sindrome de Van der
Woude (1g32), el sindrome de Treacher Collins (5q), holo-prosencefalia, displasia
distrofica, etc.(Gorlin, 1990).

La frecuencia de estas malformaciones varia de acuerdo a las diferentes poblaciones
del mundo. Es asi como en Europa se registran tasas de 1.62 casos por mil nacidos
vivos, en Asia de 2.0, en Africa de 0.9 y en América de 1.36 casos por mil nacidos
vivos(Meneghello, 1997). En el caso de Chile, un estudio realizado por Palomino et al.
(1997), sobre FL(P) y FP, reporta una tasa de fisura de 1,53 casos por mil nacidos vivos,
donde el 83% (1,27 casos por mil nacidos vivos) corresponde a FL(P) y el 17% restante
(0,26 por mil nacidos vivos) corresponde a FP. En este estudio se revela la influencia de
la mezcla indigena en la permanencia del fendmeno fisura. Analizando casos de recién
nacidos afectados procedentes de sectores de nivel socioeconémico alto y otros de nivel
socioecondmico bajo de Santiago, nacimientos en clinicas privadas y hospitales publicos
respectivamente, se aprecia que a mayor nivel de mezcla indigena aumenta la ocurrencia
de fisuras labiopalatinas. Esto mismo se encuentra en poblaciones del norte y sur de
nuestro pais, es decir, a mayor nivel de mezcla indigena mayor ocurrencia de fisuras
labiopalatinas en comparaciéon con las menores frecuencias y bajo nivel de mezcla
indigena de los sectores de alto nivel socioecondémico de nuestra capital.

Respecto al modo de herencia de la FL(P) no sindrémica, aun no se ha aclarado,
pero se han postulado diversos modelos que lo explicarian y se resumen en la tabla N°1.

En 1989 se establece un enfoque molecular dirigido a encontrar en gen mayor
involucrado en la expresion de la fisura labiopalatina no sindromica, con el trabajo de
Ardinger et al., en relacién a la asociacion de dos RFLPs correspondientes al locus del
gen TGFA (Transforming Growth Factor Alfa) y la ocurrencia de fisura, donde los autores
sugieren que el gen TGFA o secuencias adyacentes a este locus, contribuyen al
desarrollo de algunos casos de FL(P) no sindrémica. Pero en un estudio de ligamiento
con siete familias afectadas no se observo un resultado positivo (Hecht et al 1990). En
estudios posteriores, desde 1992 a 1995, se ha encontrado tanto una asociacién positiva
como negativa asi como ligamiento positivo y negativo con el locus TGFA.(Tabla N°2).

Luego, aparece una serie de estudios con genes candidatos, buscando asociacion o
ligamiento con FL(P) no sindromica, ubicados en diferentes cromosomas, la mayoria de
los cuales arrojaron resultados negativos y que se ubican en los cromosomas 1p, 2p, 4p,
5q, 6p, 79, 8q, 99, 10p, 11p, 12p, 12q, 159 y 18q. Sdélo unos pocos loci postulados como
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candidatos a gen mayor, dieron resultados satisfactorios, entre los cuales encontramos
los cromosomas 2p, 4q, 6p, 17qy 19q (Tabla N°2).

Todos estos loci corresponden a regiones Microsatélites. Este término nace al
observar el DNA de eucariontes luego de centrifugarse en una gradiente de cloruro de
cesio. Aparece una gran banda que representa la porcién principal del DNA y ademas,
hay tres bandas adicionales, que fueron llamadas satélites. De estas se distinguen: DNA
satélites clasicos, formados por repeticiones de secuencias de 100-6500 pb; los
minisatélites, con repeticiones de 10-20 pb y los microsatélites con repeticiones de 1-4
pb. Este ultimo es la forma mas frecuente de DNA repetitivo, presentando secuencias
ricas en AT y CG, ubicandose entre sitios de restriccidon, con repeticiones en tamden vy
con un modo de herencia codominante simple (Passarge, 1995).

En esta busqueda de un gen mayor (o uno de los genes mayores) involucrados en la
etiologia de la FL(P) no sindrémica, una serie de investigadores han enfocado su trabajo
en loci del brazo corto del cromosoma 6 (6p). Por ejemplo, Eiberg et al., en 1987,
sugieren ligamiento de un locus mayor para fisura con el gen del factor 13A (F13A)
ubicado en 6p24-p25, lo que posteriormente seria refutado por Hecht et al., en 1993, que
en su estudio no registraron evidencia de ligamiento de la FL(P) no sindrémica con F13A
y tampoco con HLA, que también fue incluido en su estudio.

Carinci et al., en 1995, encontraron un ligamiento positivo del marcador D6S89 con la
FL(P) no sindromica, pero ligamiento negativo con F13A, EDN1, D6S105 Y D6S109,
todos ubicados en 6p. Pero Blanton et al., en 1995, ademas del ligamiento negativo para
F13A y D65105, también lo encontraron para D6S89. En 1995, Davies et al., trabajando
con tres casos de pacientes en los cuales se presentaban fisuras orofaciales, ademas de
otras afecciones faciales, utilizaron clones del cromosoma 6 en YACs (Yeast Atrtificial
Chromosomes), en dos casos se detectaron traslocaciones balanceadas de 6p23 (un
caso con 7q36.1 y el otro con 9922.3), y el tercer caso presentaba una delecién desde
6p23 a 6pter. Todo ello sugiere la influencia de la zona 6p23-p24 en la etiologia de las
fisuras orofaciales en el humano.

Como los estudios de ligamiento han arrojado resultados aparentemente
contradictorios, en el ultimo tiempo se ha optado por los estudios de asociacién, en los
cuales se busca significancia estadistica entre la presencia de uno o mas alelos de un
locus determinado, con la aparicion del fendmeno fisura. Esto debido a que los analisis
de ligamiento se enfocan hacia la deteccién de un gen mayor en la etiologia de la FL(P)
no sindrémica. Ademas, en Chile Blanco et al., en 1998a, al estudiar la asociacién del gen
MSX1 (4p16.1-16.3) con FL(P) no sindromica, incluyeron la diferenciacién entre los
individuos afectados con historia familiar (Multiplex), es decir, con otro familiar afectado, y
entre los individuos sin historia familiar (Simplex). Esto en base a la variabilidad de
resultados obtenidos para un mismo marcador, en poblaciones étnicamente
homogéneas, en donde no se establecié esta diferenciacién genealdgica. Los resultados
de este estudio demostraron que esta no era solo una diferencia genealdgica, sino
también se trata de grupos genéticamente distintos. EI mismo grupo de investigadores
incluyd, también en 1998, la diferenciacion de sexos para el mismo marcador, ademas de
las separaciones genealdgicas ya citadas, donde encontraron que los varones fisurados y
sus familiares fisurados se diferenciaban de los varones controles debido a las

Suazo Sanhueza, José Lorenzo 13
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frecuencias conjuntas de los alelos 2 y 4, en cambio las familiares mujeres difieren de las
mujeres controles debido a las frecuencias conjuntas de los alelos 1 y 4. Esto sugiere que
también existe un componente sexual en la relacion de MSX1 con la FL(P)(Blanco et al.,
1998b). Un reciente estudio de asociacion de Carreio et al (1998) con marcadores de 6p,
D6S105 y D6S89, ambos teloméricos a HLA, muestra una asociacion significativa con los
familiares multiplex para D6S105. En D6S89 esta significancia se hace mas importante y
se agregan los fisurados multiplex también con significancia considerable. Estos
resultados sugieren que la mantencién de la fisura dependeria de la interacciéon de varios
loci, sin que ninguno explicara por si sélo el fendmeno fisura, que es lo que postula el
modelo oligogénico e iria en contra del modelo de gen mayor.

La endotelina 1 es un péptido con potentes propiedades vasoactivas,
especificamente vasoconstrictoras, expresado predominantemente en el epitelio y
mesénquima de la faringe y en el endotelio, aparentemente relacionada con patologias
como el asma y la hipertension. Basados en modelos experimentales en ratéon, Thomas et
al., en 1998, detectaron que embriones con mutacion en el gen Edn1 (analogo de EDN1,
gen de la endotelina 1 del humano), presentaban una disminucién en la expresion de
otros genes como el dHAND, que a su vez regula la expresion de MSX1. Este ultimo es
un gen relacionado con la regulacién del desarrollo embrionario y también involucrado en
la etiologia de la FL(P) no sindromica (Blanco et al., 1998a). Berge et al. (1992),
estudiaron un RFLP para el gen EDN1, usando la enzima de restriccion Taqgl. Estos
autores concluyeron que no existia relacion entre el genotipo de este polimorfismo y la
presidon diastdlica o sistdlica registrada en un grupo de individuos sanos. Ademas,
utilizando modelos animales, como ratones knockout para el gen de la endotelina 1,
Morita et al., en 1999, observaron que los ratones sin un gen EDN1 (+/-), presentaban
menores niveles renales de endotelina 1(alrededor de un 50% menos) en relacion a los
ratones normales para EDN1 (+/+) con una dieta normal de sal. Pero si se producia una
fuerte carga de sal en la dieta, esta notoria disminucién de los niveles renales de
endotelina 1 se registraba en ambos tipos de ratones. En este ultimo caso no afecté el
volumen plasmatico circulante, los electrolitos plasmaticos, el clearance de la creatinina o
la presion sanguinea sistémica, s6lo aumentd la excrecion urinaria de sodio. En base a
esto, concluyeron que cambios fisiolégicos en la producciéon de endotelina 1 no afectan la
presién sanguinea sistémica, ni tampoco el metabolismo de las catecolaminas en cargas
de sal en la dieta.

Dada la significancia de la asociacion entre D6S105 y la FL(P) no sindromica
obtenida por Carrefio et al.(1998), la cual se hacia mas importante cuando el marcador se
ubicaba mas hacia el telomero, como es el caso de D6S89, se espera en este trabajo,
que esta asociacion se mantenga con el gen EDN1 (6p24.1), que se encuentra muy
cercano a D6S105, en un estrecho ligamiento con D6S89 y telomérico a ambos (Hoehe et
al., 1993). Si a estas evidencias le sumamos la relacion entre EDN1 y MSX1, descrita por
Thomas et al.,, en 1998, expresando el papel de ambos genes en el desarrollo
embrionario, que participarian en una cascada, en que la expresion de MSX1 dependeria
de EDN1, y conociendo el rol de MSX1 en la etiologia de la fisura sugerido por Blanco et
al. (1998), se pueden sustentar los argumentos para establecer la posible relacion de
EDN1 en la etiologia de la FL(P) no sindrémica, lo cual es objetivo de este trabajo.
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Ademas, podemos agregar que en estudios con EDN1 de cerdos, se sugiere que la
expresion de este gen es controlada por productos de protooncogenes como Fos, Juny
TGF([1, este ultimo también ha sido postulado por algunos autores como un gen
involucrado en la etiologia de fisura, lo que a futuro seria interesante de analizar, luego de
comprobar la relacion de EDN1 con la FL(P). Por lo tanto, se estudia, en este trabajo, la
asociacion de un microsatélite de la regién 5' de un exén del gen END1 con la FL(P) no
sindromica. Este polimorfismo de repeticion es un microsatélite que consiste de (CA)1

inmediatamente precedido por (CT)1 , describiéndose la existencia de once alelos con
197, 199, 201, 203, 205, 207, 209, 2‘?1, 213, 215y 217 pb (Pages et al., 1993). En este
estudio se incluye la diferenciacion genealdgica de casos Simplex, Multiplex y sus
respectivos familiares, todos los cuales son comparados por separado con un grupo
control, ademas de incluir la diferenciacion de sexos, al igual como lo hiciera Blanco et al.,
(1998b) para MSX1, dada la relacién ya citada con EDN1. Por lo tanto, se espera, como
anteriormente se expresa, una asociacion significativa de FL(P) no sindrémica con EDN1.

Tabla 1Modos de Herencia propuestos para FL(P) no sindrémica

MODO DE HERENCIA ANO | POBLACION REFERENCIA
Monogénico 1942 |Dinamarca Fogh Andersen
1991 Chile Palomino et al.
Multifactorial con umbral de|{ 1969 |U.K. Carter CO.
expresion
1970 |U.K. Fraser
1971 U.S.A. Bixler et al
1976 |Inglaterra Carter CO.
1980 |Inglaterra Fraser
1982 |Inglaterra Carter et al.
1984 |China Hu ND et al.
Gen mayor (mas 1986 |Inglaterra Marazita et al.
componente multifactorial)
1986 |Dinamarca Chung et al.
1992 |U.S.A,, Inglaterra, Mitchell et al.
Dinamarca
Modelo Oligogénico 1992 Dinamarca, U.S.A., Farral et al.
Francia, Inglaterra
Gen Mayor o Herencia 1992 U.S.A,, Inglaterra, Mitchell et al.
Multifactorial o Multiples Dinamarca, Canada

Loci interactuantes

Tabla 2 Resumen de estudios de asociacion y ligamiento entre genes candidatos FL(P) no sindrémica en el
periodo 1989-1997

Suazo Sanhueza, José Lorenzo 15



“ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE UN MICROSATELITE DEL GEN EDN 1, UBICADO EN EL
CROMOSOMA 6, Y LA FISURA IABIOPALATINA NO SINDROMICA EN UNA POBLACION

Locus Localizacion| Asociacion| Ligamiento |Investigadores
1 GRL 5911.13 (-) Ardinger et al., 1989
2 ER 6924.27 (-) Ardinger et al., 1989
3 EGF 4q25.27 (-) Ardinger et al., 1989
4 EGFR 7p13.12 (-) Ardinger et al., 1989
5 TGFA 2p13 (+) Ardinger et al., 1989
TGFA (-) Hecht et al., 1991
TGFA (+) Stoll et al., 1992
TGFA (+) Holder et al., 1992
TGFA (-) Vintiner et al., 1992
TGFA (+) Chenevix-Trench et al.,
1992
TGFA (+) Sassani et al., 1993
TGFA (+) Jara et al., 1995
6 EN2 7936 (-) Chenevix-Trench et al.,
1992
7 HOX2F 17921-22 (-) Chenevix-Trench et al.,
1992
8 HOX2G 17921-22 (-) Chenevix-Trench et al.,
1992
9 BCL2 18921.3 (-) Chenevix-Trench et al.,
1992
10 RARA 17921.1 (+) Chenevix-Trench et al.,
1992
RARA (-) (-) Vintiner et al., 1993
RARA () Stein et al., 1995
11 D17S579 17921 (+) (-) Schaw et al., 1993
12 |TCTE 6p (-) Hecht et al., 1993
13 |D6S105 6p (-) Hecht et al., 1993
14 | D6S89 6p23 (-) Hecht et al., 1993
D6S89 (+) Carinci et al., 1995
15 F13A 6p25.24 () Carinci et al., 1995
F13A (-) Hecht et al., 1993
16 |VIM 10p13 (-) (-) Hecht et al., 1993
17 |CRTL1 5q15-14 (-) Vintiner et al., 1993
18 D4S175 4q (+) Beiraghi et al., 1994
19 |D4S192 4q (+) Beiraghi et al., 1994
20 |D4S175 4q (+) Mitchell le 1994
21 D4S192 4q (+) Mitchell le 1994
22 |TGFA 2p13 (+) Feng et al., 1994
23 EDN1 () Carinci et al., 1995
24 D6S109 (+) Carinci et al., 1995
25 |YAC 6p24.3 (+) Davies et al., 1995
26 |ABL1 9q34.1 (-) Stein et al., 1995
27 |BCL3 19q13.1 (+) Stein et al., 1995
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28 CMYC 8g24.12 (-) Stein et al., 1995
29 EGF 4925 (-) Stein et al., 1995
30 EGFR 7p12 (-) Stein et al., 1995
31 FGFA 5q31-32 (-) Stein et al., 1995
32 GABRB3 15911.2-912 (-) Stein et al., 1995
33 HRAS 11p (-) Stein et al., 1995
34 IGF2 11p () Stein et al., 1995
35 |TGFB1 19913.1 (-) Stein et al., 1995
36 TGFB2 1941 (-) Stein et al., 1995
37 COL2A1 12912-913.2 (-) Stein et al., 1995
38 COLY9A1 16q (-) Stein et al., 1995
39 COL11A1 1p21 (-) Stein et al., 1995
40 COL11A2 6p21.2 (-) Stein et al., 1995
41 CRTLA1 5913-q14 (-) Stein et al., 1995
42 CRTM 1p35 (-) Stein et al., 1995
43 HXB 9932-34 (-) Stein et al., 1995
44 HOX2B 17921-2 (-) Stein et al., 1995
45 MSX1 4p16.1-16.3 (-) Stein et al., 1995
(HOXT7)
46 MSX2 5q35 Stein et al., 1995
(HOX8)
47 F13A 6p25.24 Blanton et al., 1996
48 D6S89 6p23 Blanton et al., 1996
49 D6S105 6p Blanton et al., 1996
50 D4S175 4q Blanton et al., 1996
51 D4S192 4q Blanton et al., 1996
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe relacion entre algun alelo del marcador microsatélite del gen EDN1 y
la presencia de FL(P) no sindrémica confrontando por separado las frecuencias alélicas
de fisurados y sus familiares, tanto multiplex como simplex, con las frecuencias de los
controles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Calcular las frecuencias alélicas del marcador de EDN1 en fisurados Simplex y Fisurados
Multiplex, para la poblacion total y para cada sexo.

Calcular las frecuencias alélicas del marcador de EDN1 en familiares Simples y 1.
familiares Multiplex, para la poblacién total y para cada sexo.

Calcular las frecuencias alélicas del marcador de EDN1 en el grupo control, parala 2.
poblacién total y para cada sexo.
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Calcular los valores de [12 para las comparaciones entre frecuencias alélicas del 3.
marcador de EDN1 en pacientes con FL(P) no sindréomica, en sus familiares sanos y
en el grupo control.

Calcular los valores de (12 para las comparaciones entre frecuencias alélicas del 4,
marcador de EDN1 en pacientes con FL(P) no sindromica, ensus familiares sanos y
el grupo control para cada sexo.
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HIPOTESIS

"Existe asociacion entre el marcador del gen EDN1 y la fisura labiopalatina no
sindromica".
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de DNA gendmico extraidas de linfocitos en sangre periférica
(Sambrook, 1989), provenientes de fisurados y sus familiares pertenecientes a la
Fundacion “Dr. Alfredo Gantz Mann”, del Servicio de Fisurados y Malformaciones del
Departamento de Traumatologia y Prétesis Maxilofaciales de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile, y del Centro de Amigos del Nifio Fisurado de Talca
(CEAMFI-Talca). Las muestras de sangre de los controles se obtuvieron de donantes del
Banco de Sangre del Hospital Clinico de la Universidad de Chile “Dr. José Joaquin
Aguirre”, los cuales corresponden a individuos sin antecedentes familiares de FL(P).

Para estudiar el gen EDN1 se utilizaron:

Cuarenta y dos pacientes con FL(P) no sindromica, provenientes de familias multiplex1.
(FL(P)Mx).

Treinta y dos pacientes con FL(P) no sindrémica provenientes de familias simplex 2.
(FL(P)Sx).

Sesenta familiares no afectados de pacientes con FL(P) no sindromica, provenientes 3.
de familias multiplex (FFL(P)MXx).

Sesenta y dos familiares no afectados de pacientes con FL(P) no sindromica, 4,
provenientes de familias simplex (FFL(P)Sx).

Noventa y siete controles. 5.

El protocolo de extraccion de DNA utilizado consiste en obtener 10 ml de sangre
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periférica con EDTA como anticoagulante, separar el plasma por centrifugacion, agregar
una solucién de lisis (sacarosa 0,32M, MgCl 5mM, Tris-HCI 5mM, Tritéon X-100 1%), por
20 minutos, centrifugar y descartar el sobrenadante. Luego se resuspende el pellet en
una solucién de separacion de DNA (Tris-HCI 10mM, NaCl 400mM, EDTA 2mM) mas una
solucion de proteinasa K y SDS 20%, para desproteinizacién, para lo cual se incuba a
50°C ON. Luego se agrega NaCl 6M, se centrifuga y se transfiere el sobrenadante con
cuidado a un tubo limpio. Para precipitar el DNA se agrega etanol al 95% y se agita hasta
la apariciéon de una "medusa" que corresponde al DNA, la cual se toma y se resuspende
en agua bidestilada estéril a 37°C ON.

Se amplificé, mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), el
marcador del gen EDN1. Se utilizé un volumen de reaccion de 25 [l conteniendo 40 ng
de DNA gendémico, 18,5 pmoles de cada partidor (primer), cuyas secuencias se describen
mas adelante, 250 [’M de dNTP (mezcla en proporciones iguales de dATP, dGTP, dTTP
y dCTP); 1% de formamida, 2,571 de Buffer 10X (Promega) y 2U de Taq polimerasa
(Promega). La reaccion de ampl&ficacién se realiz6 en 30 ciclos, cada u610 formado por 60
segundos de denaturacion a 94 "C; 60 segundos de alineamiento a 60 C y finalmente 30
segundos de extension a 72 C.

Las secuencias nucleotidicas de los primers a utilizar son:

1) 5-GATGGACAGAGAAGGCAGGTG-3' (cadena CA, CT). 1.
2) 5-TGAATTTGCAAGACGTGTGC-3 (cadena GA, GT). 2.

Los productos obtenidos del PCR fueron visualizados en geles denaturantes de
poliacrilamida al 5% con Buffer TBE 1X (89 mM tris, 89 mM &cido bdrico, 1.2 mM de
EDTA, pH 8.0), que se corrieron a 100 Watt por 40 minutos y revelados posteriormente
con tincién de plata (Sambrook et al., 1989). En los geles se utilizaron pBR322Hae y
Ladder 30-330 pb como marcadores de tamano de los amplificados.

La tincion de plata utilizada consistié en fijar el gel en etanol al 10% por 10 minutos
en agitacion continua a temperatura ambiente. Luego de retirar el etanol se afiade acido
nitrico al 1%, y se agita por tres minutos, para después lavar con agua destilada y anadir
una solucion de nitrato de plata al 0.2% p/v, que se agita por 15 minutos. Se vuelve a
lavar con agua destilada y se revela con una solucion de carbonato de sodio 2.9% y
formaldehido 0.02%. En agitacién continua se espera a que aparezcan las bandas de
producto de DNA amplificado, y se retira la solucién de revelado cuando se logra el
contraste deseado, agregando acido acético al 10% para detener la reaccion.

Para el andlisis estadistico de las frecuencias alélicas de EDN1, se utilizé la prueba
de (17, en lo que se refiere a los resultados de fisurados y sus familiares no afectados
versus los controles. Para este fin se usara el programa computacional Jicualog (L™ log
ratio) para el analisis total de los diferentes grupos, y el programa computacional EPI6
(tablas de contingencia 2x2) para el analisis alelo por alelo.

24
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En el proyecto inicial presentado para este trabajo de investigacion, se propuso estudiar
la asociacién entre un microsatélite del gen EDN1 y la FL(P) no sindrémica, trabajando
con un grupo de 30 fisurados multiplex, 30 fisurados simplex, 60 familiares multiplex, 60
familiares simplex y 70 controles, y los objetivos consistian en el célculo de las
frecuencias alélicas para cada grupo y el andlisis estadistico confrontando a cada grupo
por separado con los controles para percibir diferencias entre ellos. En este informe final,
se mantienen los objetivos propuestos, agregandose la diferenciacién por sexo de cada
poblacion en estudio y se realizd el analisis descrito para hombres y mujeres por
separado en cada grupo. Ademas se estudiaron, en definitiva, 42 fisurados multiplex, 32
fisurados simplex, 60 familiares multiplex, 62 familiares simplex y 97 controles.

Al observar las lecturas de los geles, destaca la aparicibn de bandas
correspondientes a un alelo de 195 pb, no descrito en la poblacion caucasica estudiada
por Pages et al., en 1993. También, en comparacion a los alelos registrados en
caucasicos, en nuestra poblacion control (que consideramos como la poblacién chilena
para efectos de este estudio), no aparecen lecturas correspondientes al alelo de 217 pb.
Dichas lecturas se realizaron en base a parametros establecidos, como marcadores de
peso molecular, en este caso el pBR322Hae y algunos marcadores internos, de tamafos
confirmados, que esta vez correspondieron a amplificados de D6S109. Ademas se
realizaron electroforesis hasta obtener lecturas iguales, de cada muestra de controles,
fisurados y sus familiares, en dos geles diferentes. Con estas observaciones, es decir con
la aparicion de un alelo 195 y sin lecturas de 217, se sospechd en un principio en un
desplazamiento de las lecturas, hecho que alteraria todos los analisis realizados. Para
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confirmar o descartar este hecho, se utilizaron muestras al azar de amplificados de EDN1
y se corrieron en un gel de poliacrilamida en las mismas condiciones establecidas para
este estudio, con la diferencia que el marcador de tamafo utilizado fue un DNA Ladder
con bandas de diez en diez pb (rango de 330 a 30 pb). Con ello se observé que las
lecturas realizadas eran correctas.

El primer analisis realizado, para el marcador en estudio del gen EDN1, fue el calculo
de las frecuencias alélicas de los controles, del cual lo primero que se desprende es la
diferencia entre los alelos mayormente encontrados en la poblacion chilena, 199 y 197
(0,433 y 0,247 respectivamente), y los mas comunes en caucasicos, correspondiendo a
los alelos 201 y 203 (0,37 y 0,21 respectivamente). Ver tabla N°3.

En el analisis estadistico, al enfrentar los hallazgos de nuestros controles con lo
registrado por Pages et al.,, existe Ena diferencia a_I%amente significativa para la
comparacion total de las poblaciones (1~ =118,5; p [1 10 ). Al comparar las frecuencias
alelo por alelé), se registran diferencias significativas para los alelos 197, 199, 201, 203,
205y 207 ([1” y p-values en tabla N°9).

La tabla N°4 muestra las frecuencias de aparicién (en porcentaje) de los diferentes
alelos de EDN1, registradas en los individuos fisurados totales y en el total de sus
familiares no afectados, en donde la tendencia de mayor frecuencia se mantiene en los
alelos 197 y 199 para ambos grupos en estudio. Al comparar cada poblacion descrita
anteriormente, es decir, fisurados totales y familiares totales, con lo registrado para los
controles, no se encontraron diferencias significativas para el analisis total en ningun
grupo (tablas N°10 y N°11). En la confrontacion de fisurados totales con los controles,
alelo por alelo, los resultados no arrojaron diferencias significativas para ningun alelo
(cuadro resumen I\§°1). En el caso de los familiares totales, s6lo aparece significancia
para el alelo 201(00™ =9,37; p =0,0022).

La tabla N°5 muestra las frecuencias porcentuales de los alelos de EDN1 para
controles, fisurados totales y familiares totales segun sexo, la cual registra que en los
controles, para ambos sexos, las mayores frecuencias las presentan los alelos 197 y 199,
hecho que también ocurre en los fisurados totales para ambos sexos. En los familiares
totales varones, los alelos 197, 199 y 201 son los mas frecuentes, mientras que en los
familiares totales mujeres, los alelos con mayor frecuencia son 197 y 201.

Las tablas N°6, N°7 y N°8 muestran las frecuencias porcentuales de los alelos de
EDN1, respectivamente para: fisurados simplex y multiplex, familiares simplex y multiplex
y las frecuencias para los mismos grupos mencionados segun sexo. Aqui se mantiene la
tendencia hacia mayores frecuencias de los alelos 197, 199 y 201(ver frecuencias en
tablas N°6, N°7 y N°8).

En el analisis estadistico, en la tabla N°10 aparecen los [2 totales de las diversas
comparaciones entre los individuos fisurados y los controles, es decir como poblacion
total, clasificados en simplex y multiplex, y diferenciados por sexo para cada grupo. En
ninguna de las comparaciones se observé diferencia estadisticamente significativa. Sélo
en el analisis alelo por alelo, para las mismas combinatorias de comparacion, aparece
significancia para el alelo 209 en los fiiurados multiplex totales versus controles, con
valores que bordean la significancia (LI~ = 4,36; p = 0,0367; prueba de Fisher 1-t =
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0,04584). Esta diferencia para el alelo 209, también aparece en los fisuradzos multiplex
varones versus controles varones, aumentando levemente la significancia (I~ = 5,26; p =
0,0218; prueba de Fisher 1-t =0,04144). En los fisurados multiplex mujeres versus
controles mujeres no aparece la diferencia para el alelo 209 (ver cuadro resumen N°1).

Al realizar el mismo analisis estadistico descrito en el parrafo anterior, pero para los
familiares no afectados de fisurados versus los controles, se observd, como muestra la
tabla N°11, que exis&e una diferencia significativa entre los familiares multiplex totales y
controles totales ([~ =22,842; p =0,0186). Al hacer la diferenciacion por sexo, esta
diferencia s6lo se mantiene en &os familiares multiplex varones versus controles varones
aumentando la significancia (1~ = 28,644; p = 0,00258). Esta diferencia no aparecié al
confrontar familiares multiplex mujeres con controles mujeres. Para efectos de
confirmacién se compararon los familiares multiplex hombres con los familiares_multiplex
mujeres, lo que mostré que son dos poblaciones significativamente diferentes(L™ = 20,77;
p = 0,03582).

| cuadro N°2 resume el analisis, alelo por alelo, de las diferentes combinatorias entre
los familiares estudiados y los controles, del cual destacan:

Familiares totales /Controles totales: alelo 201(1“ = 9,37, p = 0,0022).

Familiares simplex totales /Controles totales: alelo 201 (D‘n: 3,87; p = 0,0497).
Familiares multiplex totales /Controles totales: alelo 201(D‘,,= 11,52; p = 0,00068).
Familiares totales varones /Controles varones: alelo 201( l‘n=5,06; p = 0,0244).
Familiares simplex mujeres /Controles mujeres: alelo 199(D‘ = 3,96; p = 0,0466).: alelo
201(0" =7,19; p = 0,0073). "

Familiares multiplex varones_/gontroles varones: alelo 197(7‘ = 3,94; p = 0,0472) alelo
201(0" =16,87; p = 3,99x10 ).

En sintesis, podemos decir que los fisurados no son diferentes de los controles, salvo
para el alelo 209, como es el caso de los fisurados multiplex totales y los fisurados
multiplex varones. La diferencia aparece en los familiares multiplex totales y familiares
multiplex varones, y en el analisis alelo por alelo, destaca la presencia del alelo 201,
como marcador para la gran mayoria de los familiares en estudio, tal como lo muestra el
cuadro resumen N°2.

Tabla N°3 FRECUENCIAS (%) DE LOS ALELOS DE EDN1 PARA CAUCASICOS Y PARA UNA POBLACION
CHILENA.
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Alelo Caucasicos (Pages etal.) Pob. Chilena (Presente
estudio)

195 No descrito. 0,0

197 1,0 24,7
199 8,0 43,3
201 37,0 8,3

203 21,0 8,3

205 12,0 4,6

207 11,0 4,6

209 2,0 2,1

211 2,0 3,1

213 1,0 0,0

215 2,0 0,5

217 2,0 0,0

Tabla N°4 FRECUENCIA (%) DE LOS ALELOS DE EDN1 PARA FISURADOS TOTALES Y FAMILIARES
TOTALES.

Alelo Fisurados totales (N=74) |Familiares totales (N=122)
195 0,0 1,23
197 16,67 20,49
199 46,67 36,07
201 10,0 18,44
203 10,67 7,38
205 4,0 2,46
207 3,33 6,56
209 5,33 2,87
211 2,67 2,87
213 0,67 0,82
215 0,0 0,82
217 0,0 0,0

Tabla N°5 FRECUENCIA (%) DE LOS ALELOS DE EDN1 PARA CONTROLES, FISURADOS TOTALES Y
FAMILIARES TOTALES SEGUN SEXO.
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Alelo Control Hombres | Control Mujeres|Fis. Total Fis. Total Fam. Total Fe

(N=59) (N=38) Hombres Mujeres Hombres (N=50) M
(N=43) (N=31)

195 0,85 0,0 0,0 0,0 1,0 1,

197 22,88 27,63 16,28 16,13 20,0 2C

199 39,83 48,68 45,35 48,39 20,0 37

201 9,32 6,58 11,63 8,06 34,0 17

203 11,02 3,95 10,47 11,29 9,0 6,

205 4,24 5,26 3,49 4,84 9,1 3,

207 5,93 2,63 3,49 3,23 7,0 6,

209 1,69 2,63 6,98 3,23 3,0 2,

211 3,39 2,63 2,33 3,23 3,0 2;

213 0,0 0,0 0,0 1,61 2,0 0,

215 0,85 0,0 0,0 0,0 0,0 1,

217 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,

Alelo Fisurados Sx (N=32) |Fisurados Mx Familiares Sx (N=62) |Familiares Mx

(N=42)

195 0,0 0,0 0,0 2,5

197 18,18 15,48 2419 16,67

199 39,39 52,38 36,29 35,83

201 13,64 7,14 15,32 21,67

203 7,58 13,1 5,65 9,17

205 6,06 2,38 3,23 1,67

207 6,06 1.19 6,45 6,67

209 3,03 7,14 3,23 2,5

21 4,55 1,19 4,84 0,83

213 1,52 0,0 0,81 0,83

215 0,0 0,0 0,0 1,67

217 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabla N°7 FRECUENCIA (%) DE LOS ALELOS DE EDN1 PARA FISURADOS SIMPLEX (Sx) Y MULTIPLEX (Mx)

SEGUN SEXO.
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Alelo Fis Sx Hombres Fis Sx Mujeres (N=10) |Fis Mx Hombres Fis Mx Mujeres (N-
(N=22) (N=21)
195 0,0 0,0 0,0 0,0
197 15,9 20,0 16,67 14,29
199 38,64 40,0 52,38 52,38
201 15,91 10,0 7,14 7,14
203 6,82 10,0 14,29 11,9
205 6,82 5,0 0,0 4,76
207 6,82 5,0 0,0 2,38
209 4,55 0,0 9,52 4,76
211 4,55 5,0 0,0 2,38
213 0,0 5,0 0,0 0,0
215 0,0 0,0 0,0 0,0
217 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabla N°8 FRECUENCIA (%) DE LOS ALELOS DE EDN1 PARA LOS FAMILIARES DE FISURADOS SIMPLEX
(Sx) Y MULTIPLEX SEGUN SEXO.

Alelo Fam Sx Hombres Fam Sx Mujeres Fam Mx Hombre Fam Mx Muj
(N=28) (N=34) (N=22) (N=38)
195 0,0 0,0 2,27 2,63
197 28,57 20,59 9,09 21,05
199 41,07 32,35 25,0 42,11
201 7,14 22,06 36,36 13,16
203 7,14 4,41 11,36 7,89
205 1,79 4,41 0,0 2,63
207 3,57 8,82 11,36 3,95
209 3,57 2,94 2,27 2,63
211 5,36 4,41 0,0 1,32
213 1,79 0,0 2,27 0,0
215 0,0 0,0 0,0 2.63
217 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabla N°9 CONTROLES VERSUS CAUCASICOS (D2 TOTAL Y ALELO POR ALELO).
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RESULTADOS

N

0“ P value _

Total 118,4969 P10 '

Alelo por alelo

195 0,51 0,4742498
0,66212 (1-t)

197 26,51 0,0000003

199 37,74 0,0000000

201 37,53 0,0000000

203 9,99 0,00158

205 5,52 0,01885

207 4,32 0,03773

209 0,00 0,981003
0,67244 (1-t)

211 0,28 0,594128
0,45553 (1-t)

213 1,97 0,160840
0,33788 (1-t)

215 0,24 0,621299
0,55936 (1-t)

217 3,95 0,046979
0,11339 (1-t)

Tabla N°10 VALORES DE D2 TOTAL PARA LA COMPARACION DE FISURADOS VERSUS CONTROLES.

N
£

Comparacion O P value
Fis Total /Control Total 11,1382 0,43176
Fis Sx/Control Total 7,9923 0,71399
Fis Mx/Control Total 14,2995 0,21686
Fis Total Hom/Control Hom 8,3739 0.67947
Fis Total Muj/Control Muj 6,4748 0,83988
Fis Sx Hom/Control Hom 5,3374 0,91373
Fis Sx Muj/Control Muj 6,4019 0,84525
Fis Mx Hom/Control Hom 17,3629 0,09759
Fis Mx Muj/Control Muj 5,11455 0,92549

Tabla N°11 VALORES DE uz TOTAL PARA LA COMPARACION DE FAMILIARES DE FISURADOS VERSUS

CONTROLES.
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N
4

Comparacion O P value
Familiar Total/Control Total 16,5462 0,12203
Fam Sx/Control Total 10,6994 0,46878
Fam Mx/Control Total 22,8419 0,01861
Fam Total Hom/Control Hombres 12,4508 0,33073
Fam Total Muj/Control Mujeres 12,9533 0,29638
Fam Sx Hom/Control Hombres 7,2273 0,78038
Fam Sx Muj/Control Mujeres 12,4907 0,32791
Fam Mx Hom/Control Hombres 28,6442 0,00258
Fam Mx Muj/Control Mujeres 10,5247 0,48389

SIMBOLOGIA CUADROS RESUMEN

Significativo (p <0,05)

IH:- sl (2 10090

No significativo (p[J 0,05)

CoT: Control Total

CoH : Control Hombres.

CoM : Control Mujeres

FT : Fisurados Totales.

FSx : Fisurados Simplex totales.
FMx : Fisurados Multiplex totales
FTH : Fisurados Totales Hombres.
FTM : Fisurados Totales Mujeres.
FSxH : Fisurados Simplex Hombres.
FSxM : Fisurados Simplex Mujeres.
FMxH : Fisurados Multiplex Hombres.
FMxM :Fisurados Multiplex Mujeres.
FaT : Familiares Totales totales.
FaSx : Familiares Simplex totales.
FaMx :Familiares Multiplex totales.
FaTH : Familiares Totales Hombres.

FaTM : Familiares Totales Mujeres.

32

Suazo Sanhueza, José Lorenzo



RESULTADOS

FaSxH :
FaSxM :
FaMxH :
FaMxM :

Familiares Simplex Hombres.
Familiares Simplex Mujeres.
Familiares Mutiplex Hombres.

Familiares Multiplex Mujeres.

Tabla N° 12: CUADRO RESUMEN N°1: SIGNIFICANCIA DE LA COMPARACION DE FISURADOS VERSUS
CONTROLES PARA EDN1 (D2 TOTAL Y ALELO POR ALELO).

Alelo

FT/ CoT

FSx/ CoFMx/ CoFTH/ CoH

FTM/ CoM

FSxH/ Cq

YASxM/ Col\

VFMxH/ Col

FMxM/ CoM

195

197

199

201

203

205

207

209

211

213

215

217

Total

Tabla N° 13: CUADRO RESUMEN N°2: SIGNIFICANCIA DE LA COMPARACION DE FAMILIARES DE
FISURADOS VERSUS CONTROLES PARA EDN1(D2 TOTAL Y ALELO POR ALELO).

Alelo

FaT/ CoTFaSx/ CollFaMx/ CaFaTH/ CohH

FaTM/ CoN

MFaSxH/ Co

HraSxM/ Ca

MaMxH/ CoH

1IFaMxM/

195

197

199

201

203

205

207

209

211

213

215

217

Total
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DISCUSION

Para este estudio se ha encontrado una diferencia significativa al comparar la frecuencia
de todos los alelos de una muestra de la poblacion chilena no afectada por fisura
(representada por nuestros controles) con lo descrito para caucasicos. Esta gran
diferencia es tedricamente esperable debido al distinto origen étnico de las poblaciones
caucasicas respecto de los individuos de origen amerindio, como es el caso de los
chilenos. Esto no s6lo se demuestra para EDN1 en el analisis total ya descrito en los
resultados, sino también en la observacion de alelos propios para la poblacién chilena, lo
que ocurre con los alelos 197, 199, 201, 203, 205 y 207.

Si revisamos el trabajo de Palomino et al., de 1997, se puede observar la influencia
de la mezcla indigena en la frecuencia de aparicion de fisuras labiales y palatinas. Los
autores muestran que a mayor nivel de mezcla indigena, como en la poblacion del norte y
sur de Chile, y en estratos socioecondmicos bajos de nuestra capital, aumenta la
incidencia del fenémeno fisura. Este hecho se hace menos comun cuando se estudian
poblaciones con menor mezcla indigena y un origen caucasico mas marcado, como en
los estratos altos de nuestra sociedad capitalina. Esto permite confirmar las inferencias
citadas en el parrafo anterior, estableciendo una diferencia étnica, y por lo tanto genética,
entre poblaciones de origen amerindio y caucasico, al menos para la FL(P).

Durante varias décadas se ha buscado él o los genes responsables de la etiologia de
la FL(P) no sindromica, por lo que se han postulado varios modelos de herencia (tabla
N°1). Los estudios realizados para este efecto han arrojado resultados discordantes para
un mismo locus en poblaciones éthicamente homogéneas. Por lo cual, al menos en Chile,
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se incluye la clasificacion genealdgica de familias Simplex y Mdltiplex, que ya se ha
comprobado que también corresponde a una diferencia genética (Blanco et al., 1998a).
Estos estudios estarian apoyando una hipotesis de heterogeneidad genética, ademas del
modelo oligogénico, en donde la aparicion del fendmeno fisura dependeria de la
expresion conjunta de varios loci, sin que ninguno de ellos se lleve el peso de la
ocurrencia de dicha malformacion. También estas observaciones permiten explicar los
contradictorios y generalmente negativos analisis de ligamiento, que tratan de demostrar
el modelo del gen mayor en la etiologia de la FL(P) no sindromica.

Al observar los analisis estadisticos de los familiares no afectados de fisurados
versus la poblacién control, aparecen, en contraste con lo acontecido para los individuos
fisurados, diferencias significativas en la comparacion de los diversos grupos con los
controles (analisis total) y ademas en las confrontaciones alelo por alelo. Primero, la
significancia de los familiares multiplex totales, que luego se mantiene sélo en los
familiares multiplex varones y no asi en los familiares multiplex mujeres. Segundo, al
estudiar la confrontacion entre familiares multiplex varones versus familiares multiplex
mujeres, se observa que existe una diferencia significativa entre sexos, al menos para
este grupo de familiares. Esto confirmaria que existe un dimorfismo sexual para EDN1 y
que la clasificacion de simplex y multiplex no es una mera observacion genealdgica, sino
también una disimilitud etiologica. Tercero, y ultimo punto en lo que a familiares se refiere,
es la marcada aparicion del alelo 201, que como se observa en el cuadro resumen N°2,
se presenta como un alelo propio de los familiares tanto simplex como multiplex, y en
algunos casos para varones y mujeres.

En el panorama global, podemos aseverar que, para EDN1, los individuos afectados
por la FL(P) no sindromica son diferentes a sus propios familiares sanos, que a su vez
son diferentes a los controles (al menos en familiares multiplex), hecho no observado en
los fisurados. Esto sugiere que la influencia de EDN1 en la aparicion del rasgo fisura no
dependeria de este gen en forma aislada, sino de la expresion conjunta de este ultimo
con otros genes, ya que seria la Unica forma de explicar el porqué solo los familiares son
diferentes a los controles y a su vez estar sanos. Con estas inferencias se apoyaria la
hipétesis de heterogeneidad genética o interaccion genética compleja, que explicaria la
aparicion de familias simplex y multiplex, para lo cual se verian involucrados varios loci,
sin que ninguno tuviese el peso mayor. Esto es lo que postula el modelo oligogénico y
descarta el modelo del gen mayor. La deduccién antes citada se hace mas ldgica si se
observa que cualquier alteracion producida en los procesos embriolégicos de la
formacion del labio y el paladar, puede llevar a la aparicion de FL(P), procesos en los
cuales participan una serie de diferentes genes, generalmente en interaccién, lo que
llevaria a pensar que existen multiples formas de llegar a ser fisurado.

El dimorfismo sexual encontrado, al menos en el grupo significativamente diferente,
también sustenta la necesidad de la expresion de otros genes en la aparicion de la
malformacion craneofacial en estudio. Esta diferencia entre varones y mujeres para EDN1
probablemente se deba a que este gen se expresaria, al menos en su participacién en
procesos embrioldgicos, en etapas posteriores a la accion de genes que dependen de la
diferenciacion sexual del individuo en desarrollo, lo que también ocurriria con MSX1,
donde ambos genes participan un una cascada metabdlica comun (Thomas et al., 1998).
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Por lo expresado en los parrafos anteriores, a futuro seria interesante observar y analizar
la influencia de EDN1 en forma conjunta con otros genes, cercanos posicionalmente en
6p, como DB6S105 y D6S89, o con genes que participan en las mismas vias metabdlicas u
ontogenéticas, como MSX1 o como el TGF[.
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