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RESUMEN

Introduccion: La fisura labiopalatina no sindrémica (FL/PNS) corresponde a la
malformacion congénita de mayor frecuencia que afecta al territorio maxilofacial.
En Chile es un problema de Salud publica debido a la alta incidencia, el alto
impacto en la calidad de vida de los pacientes, el elevado costo de su tratamiento
y los pocos especialistas existentes en el pais, mas aun en el servicio publico.
En el marco de los estudios metabdlicos y genéticos que tienen relacion con la
etiologia de estas malformaciones, la investigacion en torno al rol del folato, su
metabolismo y el impacto en los niveles de metilacion global del ADN, el presente
estudio tiene como objetivo evaluar la relacion entre los niveles de 5-metil-citosina
en ADN de origen leucocitario y el riesgo de presentar FL/PNS en una muestra de
la poblacién chilena.
Material y métodos: Se llevé a cabo un estudio piloto basado en el disefio de
casos y controles. El estudio incluyé un grupo de individuos con FL/PNS
provenientes de hospitales publicos de la region Metropolitana (casos, N=20);
quienes presentaban alteracion de labio, y podian o no presentar compromiso de
reborde alveolar, paladar secundario y/o velo palatino; con presentacién unilateral
o bilateral. ElI grupo control fue constituido por individuos sanos (control, N=20),
pareado por edad y género, compuesto por estudiantes de Odontologia de la
Universidad de Chile. EIl ADN gendémico se obtuvo a partir de leucocitos de sangre
periférica de los individuos enrolados en este estudio. Los niveles de metilaciéon
global de ADN fueron determinados mediante el uso del kit MethylFlash™
Methylated DNA Quantification (Epigentek), el cual utiliza una plataforma ELISA de
escala colorimétrica. Este método utiliza anticuerpos de captura especificos para
5-metil-citosina. Los niveles fueron cuantificados y comparados entre los
individuos de los grupos caso y control.
Resultados: Los niveles globales de ADN metilado fueron significativamente
menores en los individuos del grupo caso en comparacion con los individuos del
grupo control (p<0,0001).
Conclusiones: Los resultados de nuestro estudio sugieren fuertemente que existe
una contribucion de la disminucion del ADN metilado al aumento del riesgo de

desarrollar fisuras labiopalatinas no sindromicas; esto apoya la hipotesis de que el



metabolismo del folato y su relacion con la capacidad de metilacién podria jugar
un rol importante en la etiologia de las FL/PNS. Sin embargo, estos resultados

deben ser corroborados en muestras de mayor tamafo y analizando varias otras

variables.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

FISURA LABIO PALATINA

Las fisuras labiopalatinas o fisuras labiales con o sin fisura palatina (FL/P) son uno
de los defectos congénitos méas frecuentes en humanos (Bhaskar y cols., 2011).
Pueden ocurrir en conjunto con algun complejo de malformaciones, de manera
gue forman parte de algun sindrome, o bien como una anomalia aislada. Aquellas
no sindrémicas (fisuras aisladas o con otras malformaciones que no son parte de
alguna entidad sindrémica conocida) son variadas y presentan una etiologia
compleja (Singh S y Singh V, 2012). La evidencia sugiere que la fisura
labiopalatina no sindrémica (FL/PNS) tiene un origen multifactorial donde factores
genéticos y ambientales durante el periodo de periconcepcién estarian

involucrados en su etiologia (Set6-Salvia y Stanier, 2014; Sabbagh y cols., 2015).
EPIDEMIOLOGIA

Las FL/Ps son las malformaciones craneofaciales mas frecuentes en el mundo. En
Chile representan un problema importante debido a su prevalencia y
consecuencias que afectan la calidad de vida tanto de los individuos que la
presentan como a su entorno familiar (Nazer y cols., 2010). Su rehabilitacion tiene
un alto costo econémico y su tratamiento suele completarse incluso hasta los 15
afos, cuando la cirugia ortognatica es requerida (Carrasco y cols., 2011).

Las fisuras orofaciales se clasifican segun las estructuras anatomicas
involucradas: fisuras labiales, de paladar duro y paladar blando; y éstas pueden
ser unilaterales o bilaterales (Corbo y Marimoén, 2001). La FL/PNS es mas
prevalente en varones, quienes duplican los casos respecto de las mujeres. La
presentacion de fisura mas prevalente es la fisura labial unilateral, con el 80 a 85%

de los casos (Set6-Salvia y Stanier, 2014).

La prevalencia mundial de las FL/Ps es de 0,8 por cada 1.000 recién nacidos vivos
(RNV), mientras que en Chile el valor se duplica, presentandose 1,8 casos por

cada 1000 RNV (Nazer y Cifuentes, 2014), donde las regiones que acumulan el
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62% de los casos son la Metropolitana, V y VII (Ministerio de Salud, Chile, 2009).
Esta patologia es mas frecuente en poblaciones de origen asiaticas y amerindias.
En Chile, su incidencia presenta variaciones de naturaleza geogréafica y socio-
econOmica, pero fuertemente asociada a un componente genético amerindio, y
propio de la mayoria de las poblaciones actuales que viven en el area andina de

Sudamérica (Palomino y cols., 2000).
CLINICA

Las FL/P surgen como consecuencia de disrupciones en los distintos mecanismos
embriolégicos que ocurren durante el proceso de desarrollo de la region
maxilofacial (Palomino y cols., 2000). La FL/P trae como consecuencia al paciente
multiples problemas en la alimentacion, respiracion nasal, audicién, crecimiento
facial, desarrollo dental, fonoarticulacion, estéticos y psicoldgicos, cuyo grado
varia en relacion al compromiso labial, arcada dentaria, de la oclusion, paladar y

nariz (Godoy y cols., 2010).

Numerosos sindromes pueden tener entre sus manifestaciones la FL/P, ya sea
sindromes por aberraciones cromosémicas como el sindrome de Patau, asi como
por entidades monogénicas como el sindrome de Van der Woude (Seelan y cols.,
2012). La evidencia sefiala que entre 65 a 70% de las FL/P que se presentan son
de tipo aisladas, es decir, fisuras labiopalatinas no sindromicas (FL/PNS)
(Tolarova, 2016).

La literatura sefiala que las FL/PNS presentan un componente genético en su
etiologia ya que existe un antecedente familiar en un 20 a 30% de los casos (Ruda
y cols., 2012).

Las estructuras embrioldgicas que tienen relacion con las FL/P y que determinan
su clasificacion en funcion a la severidad son el paladar primario y el secundario.
El paladar primario constituira labio, reborde alveolar y dientes de canino a canino;
el paladar secundario incluye paladar duro y paladar blando (Sadler, 2012).
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La variada morfologia a que pueden dar lugar las fisuras labio-alveolo-palatinas
por implicar la deformidad de 4 estructuras diferentes: labio, alveolo, paladar duro
y paladar blando, sumado a la posibilidad de que la alteracion sea unilateral o
bilateral, ha dificultado a los clinicos a establecer una nomenclatura Gnica para las
fisuras orofaciales. Una de las nomenclaturas mas usada hoy en dia por los
clinicos es la planteada por Stark y Kernahan en 1958, la cual incluye todas las
posibilidades de fisuras de paladar primario y secundario. Esta es mas bien
practica y utiliza el esquema “Y”, que permite graficar el tipo de fisura y las

estructuras que se ven afectadas (Figura 1) (Corbo y Marimén, 2001).

Figura 1. Esquema “Y” de Stark y Kernahan para el registro de fisuras
orofaciales. D: Lado derecho; I: Lado izquierdo; 1: alas nasales; 2: pisos de las
fosas nasales; 3: labios; 4: alvéolos; 5: paladar 6seo entre alvéolos y agujero
palatino; 6 y 7: paladar 6éseo detras del agujero palatino; y 8: paladar blando.
(Adaptado de Corbo y Marimén, 2001).
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La Clasificacion Internacional de Enfermedades en su version n°10 (CIE-2010),
clasifica a las fisuras labiopalatinas en 3 tipos de acuerdo a las estructuras

anatomicas involucradas: Labiales, palatinas y labio-palatinas (ICD, 2010)

Otra clasificacion internacionalmente aceptada y aplicada a la investigacion
respecto de la etiologia de las FL/PNS es la desarrollada en el Manual
Operacional del Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones
congénitas (ECLAMC), en la que se presentan dos tipos de fisuras: La fisura labial
con o sin fisura palatina (FL/P) y la fisura palatina (FP), la cual no tiene

compromiso labial (Nazer y Cifuentes, 2014).

EMBRIOLOGIA

La FL/P se produce por una alteracion en la fusion de los tejidos que daran origen
al labio superior y al paladar, durante el desarrollo embrionario. El desarrollo de
estas estructuras depende de 3 procesos biolégicos fundamentales: Migracion de
las células de la cresta neural, la transicion epitelio-mesénquima (TEM) y la
formacion de las estructuras craneofaciales medias (Rincén y cols., 2012). Las
anormalidades en el tamafio y la forma de las prominencias faciales embriologicas
son la base del riesgo de presentar FL/P. El fracaso en lograr el suficiente
contacto y fusion entre estas prominencias generan las fisuras (Juriloff y cols.,
2014).

Las células que daran origen a los tejidos orofaciales provienen de la cresta
neural. Estas corresponden a una poblacion de células multipotenciales que son
inducidas durante la gastrulacion hacia el borde de la placa neural, ubicandose
entre el ectoderma neural y no neural. Durante la neurulacién, células de la cresta
neural se especifican como células premigratorias dentro del tubo neural y se
inicia la expresion de los marcadores genéticos propios de la cresta neural.
Posteriormente, estas células emergen del tubo neural y se someten a una EMT, a
través de la cual se crea una lamina desde el neuroepitelio que asume morfologia
mesenquimatica y migran a diferentes partes del cuerpo. Luego de la migracion,
éstas se diferencian en diversos tejidos como neuronas, células de la glia del

sistema nervioso periférico, melanocitos, tejido cardiaco, huesos y cartilagos
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craneofaciales, y musculo liso de vasos sanguineos importantes (Hu y cols.,
2014).

En humanos, la boca primitiva inicia su formacion entre los 28 y 30 dias de
gestacion con la migraciéon de células desde la cresta neural hacia la region
anterior de la cara. En esta etapa se desarrollan los procesos maxilares superiores
e inferiores a partir del primer arco faringeo y el proceso frontonasal. Este
corresponde al limite superior del estomodeo, y en sus extremos laterales se
forman engrosamientos de tejido, los cuales se conocen como placodas nasales.
En la quinta semana, las placodas nasales se invaginan y dan origen a las fosas
nasales; ambas placodas dan origen a una cresta de tejido que rodea cada fosa
nasal y se forman los procesos nasales. Las prominencias mas externas
corresponden a los procesos nasales laterales y los del borde interno seran los

procesos nasales medios (Sadler, 2012).

En las proximas dos semanas de desarrollo (6° y 7° semana), los procesos
maxilares superiores siguen creciendo en direccion medial, de esta manera, los
procesos nasales medios se comprimen hacia la linea media, posteriormente la
hendidura que habia entre ambos procesos desaparece y finalmente estos tejidos
se fusionan. La nueva estructura formada recibe el nombre de segmento
intermaxilar y en su zona posterior se dara origen al paladar primario.
A pesar de lo anterior, la parte principal del paladar definitivo esta constituido por
dos protuberancias que provienen de los procesos maxilares superiores. Estas
protuberancias reciben el nombre de crestas palatinas, las cuales se constituyen
en su totalidad en la sexta semana de gestacion y se ubican de manera oblicua y
hacia abajo a cada lado de la lengua. Durante la séptima semana, estas crestas
ascienden y se disponen de manera horizontal, por encima de la lengua, se
fusionan y forman el paladar secundario. En la zona anterior, el paladar primario
(componente palatino del segmento intermaxilar) se fusionara hacia posterior con
el paladar secundario y constituiran lo que conocemos como paladar duro y
paladar blando (Sadler, 2012).
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La ausencia de fusion entre el proceso maxilar y los procesos nasales medios
(durante el dia 36 o 37 de gestacién) genera fisuras que involucran labio y
estructuras maxilares. Existen muchos fenotipos y caracteristicas clinicas
relacionadas con esta malformacion, que difieren de acuerdo a las diferentes
estructuras anatoémicas involucradas. Se ha observado que las fisuras mixtas que
involucran labio y paladar son las que afectan mayor extension de tejido, y por
esta razén, son consideradas como la presentacion mas severa, por Su

multidisciplinaria rehabilitacion (Del Prete y cols., 2014).

Como queda expuesto previamente, el desarrollo del labio precede a la formacién
del paladar duro y blando, por lo que los investigadores sefialan que la fisura
palatina es consecuencia de la fisura labial (Seté-Salvia y Stainer, 2014). Sin
embargo, hay estudios que apoyan la idea de que ambas tienen origenes
embriologicos diferentes e independientes (Khandelwal y cols., 2013). Esto se
sustenta en que en ambos casos los procesos opuestos (maxilares y palatinos)
adhieren a través de desmosomas para formar una lamina epitelial, la que luego
desaparece por la transformacién epitelio-mesénquima. Sin embargo, en el
paladar secundario, este proceso esta regulado por el factor TGF3-3, pero este
factor no esta presente en los procesos maxilares o nasales que conformarian el
paladar primario. En la formacién del labio participarian otros factores como Shh
(Sonic hedgehog) y BMP (proteina morfogenética del hueso) (Rincéon y cols.,
2012).

ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

A la fecha, no se conoce completamente cudl es la etiologia de las FL/P. Estudios
apoyan la hip6tesis de que podrian tener un origen similar a los defectos del tubo
neural (DTN), pues es una patologia de fusion de estructura de la linea media. Se
ha observado que algunos factores ambientales como el tabaquismo, el
alcoholismo materno, enfermedades metabdlicas de la madre asi como
deficiencias nutricionales maternas, especialmente vitamina B6 y folatos, se
relacionan con la etiologia de estas anomalias, hechos demostrados

experimentalmente en modelos animales y en observaciones en humanos (Seto-
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Salvia y Stainer, 2014). En este contexto, el déficit de acido félico durante el
periodo periconcepcional podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de
FL/PNS (Nazer y cols., 2010). El periodo de periconcepcion contempla un mes
previo, y tres meses posteriores a la concepcién (Singh Sy Singh V, 2012). Se ha
observado una alta prevalencia de nifios con FL/PNS de madres que usaron
drogas con accion antagénica del acido félico como la fenitoina y el fenobarbital
(Kelly y cols., 2012), por lo que podrian asociarse como factor de riesgo. El
consumo de farmacos del tipo corticoesteroides (Mostowska y cols., 2011),
antiinflamatorios no esteroidales (en especial el naproxeno) (Hernandez y cols.,
2012) y anticonvulsivantes (Singh S y Singh V, 2012), durante el primer trimestre
del embarazo estarian asociados a mayores prevalencias de FL/PNS, sin
embargo, aun se necesitan mas estudios para establecerlos como agentes

causales para el desarrollo de fisuras.

El género fue el primer factor de riesgo que se ha documentado para la FL/PNS.
La prevalencia de esta malformacion se duplica en varones respecto de las
mujeres. Sin embargo, el mecanismo que explique este riesgo diferenciado entre
mujeres y varones es aun desconocido y es materia de estudio (Blanton y cols.,
2011).

La identificacion de los genes que contribuyen a este desorden ha sido un desafio
para la ciencia, sin embargo, se han descrito variantes de susceptibilidad en varios
genes, incluyendo IRF6, TGFA, TGFB3, MSX1, CRISPLD2 MTHFR, MTHFD,
MTR, MTRR, RFC-1, BHMT1, BHMT2 y CBS (Bhaskar y cols., 2011; Blanton y
cols., 2011). Aunque existe evidencia sustancial para considerar que los factores
genéticos contribuyen a las fisuras orofaciales, el complejo mecanismo de
herencia involucrado es aun poco comprendido. La evidencia indica que la
herencia no puede ser explicada mediante modelos genéticos convencionales,
pues existe una amplia heterogeneidad génica con expresion extensamente

variable (Bhaskar y cols., 2011).
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FOLATOS y FL/PNS

La deficiencia de folatos ha sido relacionada con un ndamero importante de
defectos congénitos, por ejemplo DTN (Blanton y cols., 2011). La fortificacion con
acido folico como intervencion global podria tener éxito en el aumento de la
ingesta de éste entre las poblaciones de todo el mundo, especialmente en
comunidades menos desarrolladas (Hertrampf y Cortés, 2004). De la misma
manera, existen estudios publicados que relacionan la etiopatogenia de las fisuras
orofaciales con la disminucion de los folatos durante el periodo de periconcepcion
(Bhaskar y cols., 2011). A pesar de que hay evidencia que ha reportado un efecto
protector del uso de &cido félico y/o multivitaminicos a través de suplementos y el
riesgo de FL/PNS en humanos, no todos los estudios que se han realizado
evidencian que la suplementacion con &cido fdlico tenga este rol protector
(Badovinac y cols., 2007). Sin embargo, se ha demostrado que la suplementacién
en embarazadas que presentaban alto riesgo de tener hijos con FL/PNS, podria
disminuir la recurrencia de casos en la familia (Blanton y cols., 2011). La
deficiencia de folatos y/o la mutacion de genes involucrados en el metabolismo del
folato causan defectos orofaciales en modelos animales vertebrados y en
humanos (Wahl y cols., 2015). Sabido esto, se ha planteado la hip6tesis de que el
acido folico durante el periodo periconcepcional podria ejercer un rol protector

contra las fisuras orofaciales (Blanton y cols., 2011).

Independientemente de lo anterior, el mecanismo subyacente mediante el cual el
acido folico previene FL/P aldn esta por definirse (Blanton y cols., 2011). Chile, a
pesar de las politicas publicas que incluyen la fortificacion de la harina de
panificacion con acido folico desde el afio 2000, no ha conseguido disminuir las

altas tasas de prevalencia de FL/P (Nazer y cols., 2010).

El término folatos se refiere al grupo de acido félico y sus derivados. El acido
félico, especificamente el acido pteroil-L-glutdmico es la forma sintética del folato.
Es en esta forma como se usa industrialmente como suplemento nutricional. La
especie quimica natural de los folatos, la cual se proporciona mediante la dieta es
reducida. Se presenta generalmente en estado metilado y acompafiado de varios
residuos de glutamato. De esta manera, la ingesta de folatos es principalmente
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poliglutamatos (predominantemente 5-metiltetrahidrofolatos, 5-metilTHF) (Ikeda y
cols., 2012).

Estudios epidemiolégicos sefialan que el consumo de 4 mg diarios de acido félico
durante el periodo periconcepcional reduce el riesgo de muchos defectos
congénitos. Sin embargo, la presencia de altos niveles de homaocisteina en sangre
de madres de nifios con FL/P y otros estudios que asocian el uso materno de
acido folico y la reduccion del riesgo de presentar FL/P, podrian indicar que genes
involucrados en el metabolismo de los folatos y de la metionina podrian presentar
variantes que ademas se asocian con la patogenia de las FL/P (Bhaskar y cols.,
2011).

Los folatos estan involucrados en la transferencia de grupos metilos hacia
moléculas relacionadas con multiples procesos biolégicos. Estos grupos metilos o
unidades de un carbono, son esenciales para la sintesis de nucleétidos para
construccion de ADN (Lucock, 2000). Los folatos estan también involucrados en el
ciclo de la metionina, especificamente en la via de la re-metilacion, donde se
aseguran los adecuados niveles de S-adenosilmetionina (SAM), el principal dador
de grupos metilos para metilar el ADN, histonas y otras proteinas (Jones y Takai,
2001). En esta via de re-metilaciéon, la sintesis de SAM se produce a partir de
homocisteina, la cual pasa por una reacciéon enzimatica de dos etapas, pasando
por dimetilglicina y metionina, para finalmente generar estos dadores de grupos
metilos (Seelan y cols., 2012). La enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) es una de las enzimas involucradas en la reaccion quimica que genera
la principal forma circulante de folatos y ademas participa en el metabolismo de la
homocisteina. La homocisteina es un aminoacido azufrado que proviene del
metabolismo de la metionina anteriormente descrita (lacobazzi y cols., 2014). Las
concentraciones de homocisteina se mantienen gracias a la re-metilacién y la via
de la sulfuracion; en la primera se vuelve a sintetizar metionina a partir de la
homocisteina y, en la via de transulfuracion, la homocisteina es convertida en

cisteina (Mandaviya y cols., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Metabolismo monocarbonado y sintesis de SAM. Se observan las
principales enzimas y factores dietéticos involucrados en el metabolismo
monocarbonado a partir de los folatos. DHFR: Dihidrofolato reductasa; SHMT:
Serina hidroximetiltransferasa; MTHFR: 5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa;
MSR: Metionina sintasa reductasa; MT: Metionina sintasa; BHMT: Betaina-
homocisteina metiltransferasa; MAT: Metionina adenosiltransferasa; DNMT: ADN
metiltransferasa; SAHH: S-adenil-L-homocisteina hidrolasa; CBS: Cistationina -
sintasa; CSE: Cistationina y-liasa; DHF: Dihidrofolato; SAM: S-adenosilmetionina;
SAH: S-adenosilhomocisteina. La linea punteada separa la via de la re-metilacion
de la via de la transulfuracion (Adaptado de Mandaviya y cols., 2014).

En la via de re-metilacion, un grupo metilo es transferido a la homocisteina desde
5-metilTHF, es por esto que los niveles de homocisteina se consideran un buen
marcador de los niveles de folatos, pues estan inversamente correlacionados
(lacobazzi y cols., 2014). Bajos niveles de folatos y altos niveles de homocisteina
en plasma son comunmente usados como indicadores de ineficiencia en las vias
del metabolismo monocarbonado (o0 de grupos metilo), y son marcadores
biolégicos para el estrés oxidativo y el riesgo de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas, aterosclerosis, enfermedad coronaria y defectos congénitos

(Duncany cols., 2013).
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Existen estudios que indican que la disminucion de los folatos circulantes, asi
como la hiperhomocisteinemia, se asociarian con un incremento de riesgo para
FL/PNS. La desregulacion en el metabolismo de la homocisteina podria estar
atribuida a factores endogenos (polimorfismos genéticos de las enzimas
involucradas en su metabolismo), o bien a factores externos, como la dieta
(deficiente ingesta de acido folico, vitamina B6 o B12 que son cofactores dentro de
la via metabolica, ver Figura 2) (lacobazzi y cols., 2014). Es por esto que altos
niveles de homocisteina podrian afectar procesos importantes del desarrollo fetal,
se describe que la motilidad y migracion de células de la cresta neural se ven
afectadas en individuos que presentan hiperhomocisteinemia (Blanton y cols.,
2011).

La hiperhomocisteinemia también se observa en los individuos con fisuras. En un
estudio de caso-control, se observd que hubo una mayor proporcion de
hiperhomocisteinemia en los casos afectados con FL/P que en los controles. Esto
sugiere que la homocisteina y su acumulacion podria jugar un papel importante
como factor de riesgo para presentar FL/P (Kumari y cols., 2013). Altos niveles
plasmaticos de homocisteina también se han observado en madres de nifios con
fisuras orofaciales posterior al nacimiento (Blanton y cols., 2011), por lo que se
cree que la hiperhomocisteinemia también tendria rol en la interrupcién de
procesos celulares importantes para el desarrollo de labio y paladar (Brauer y
Tierney, 2004).

Con respecto al metabolismo del acido félico y la principal enzima relacionada con
él, el rol protector del acido félico sobre la FL/P se ha relacionado con los
polimorfismos ¢.677C>T y c1298A>C de la MTHFR (Watkins y cols., 2014). Se
reconocen mas de 60 mutaciones que podrian afectar la eficiencia de la MTHFR y
gue explicarian la acumulacion de homocisteina y otros residuos metabdlicos. Los
polimorfismos ¢.677C>T y c1298A>C estan asociados a una reducida actividad de
la enzima MTHFR. La presencia del alelo c.677T en el gen reduce la actividad
enzimatica hasta en un 40%, mientras que dos copias del alelo generan una
deficiencia de un 70% (lacobazzi y cols., 2014). Se ha observado que este

polimorfismo del gen MTHFR genera una enzima que es termolabil y por eso es
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considerado un factor de riesgo para presentar DTN (Van der Put y cols., 1995).
Para el caso de las FL/PNS, la presencia del polimorfismo ¢.677C>T en las
madres, le confieren un riesgo aumentado de hasta 4,6 veces para desarrollar
fisuras en sus hijos. Si a esto se agrega el factor de deficiencia de ingesta de
folatos en el periodo de periconcepcion, se ha observado que este riesgo

aumentaria hasta en 10 veces (Singh Sy Singh V, 2012).

En sintesis, a pesar de que no hay evidencia que indique con claridad la etiologia
de las FL/P, se sospecha que el componente gendmico relacionado con el
metabolismo de folatos y homocisteina podria ser parte importante de la respuesta

a esta interrogante.
MECANISMOS EPIGENETICOS

La epigénetica es el estudio de los cambios heredados que se manifiestan en el
fenotipo, o expresioén génica mediante mecanismos que no alteran la secuencia de
ADN (Seelany cols., 2012).

Los estudios acerca de como funcionan los mecanismos epigenéticos ha sido
blanco de mucho interés en el dltimo tiempo, pues estos mecanismos tienen que
ver con la relacion que pudiese existir entre el medio ambiente dinamico y la
regulacion de la expresion génica (Van Mill y cols., 2014). Se describen mdultiples
mecanismos epigenéticos dentro de los que encontramos la metilacion del ADN,
metilacion de histonas, acetilacion de histonas, complejo de remodelacion de
cromatina ATP-dependiente, entre otros. Dependiendo del tipo de regulacion, el
resultado puede ser una cromatina relajada con un ADN expuesto y accesible para
los factores de transcripcion o bien puede resultar en una cromatina compactada,
de manera que los factores de transcripcion se ven imposibilitados de llegar a las
regiones promotoras (Hu y cols., 2014). La metilacion del ADN es uno de los
mecanismos epigenéticos mas conocido y es esencial para la embriogénesis y el
desarrollo fetal (Van Mill y cols., 2014). La metilaciéon del ADN corresponde a una
modificacion posterior a la replicaciébn que ocurre en el quinto carbono de la
citosina, predominantemente en el dinucleétido CpG, en la cual se agrega un

grupo metilo proveniente de SAM (Salpea y cols., 2012). La adicién de este grupo
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metilo interfiere con la union de los factores transcripciébn, de manera que se
regula la transcripcion del gen y la posterior sintesis proteica (Chowdhury y cols.,
2011). Producto de esto, generalmente se produce una represion de la
transcripcion de los genes adyacentes (Salpea y cols., 2012). Como antes se
menciona, el &cido fdlico es un elemento central dentro del metabolismo de grupos
metilos responsable de la produccion de pirimidinas y purinas para la sintesis de
ADN vy para generar SAM, el cual es dador de metilos necesarios para la
metilacion de ADN, en una via que también involucra a la homocisteina (Rochtus y
cols., 2015). Se entiende que una disminucion en los dadores de metilo afecta

negativamente en la metilacion del ADN (Salpeay cols., 2012).

A pesar de que los patrones de metilacibn del ADN son tejido especifico, la
metilacion global del ADN en leucocitos de sangre periférica constituye un
marcador adecuado del estado de muchos otros tejidos (Woo y Kim, 2012). En
células sanguineas de la serie blanca la metilacion puede ser influenciada por
ciertos factores demograficos (edad, sexo, etnia), factores de riesgo de
comportamiento (consumo de tabaco, alcohol, indice de masa corporal y habitos
dietéticos donde el consumo de folatos es lo mas determinante), y polimorfismos
del gen MTHFR (Babi¢ Bozovi¢ y cols., 2015).

Investigaciones que relacionan la metilacion del ADN y aspectos dietéticos como
el consumo de folatos en periodos de periconcepcién han estudiado la posible
habilidad de restaurar los patrones aberrantes de metilacion de ADN a patrones
normales mediante intervenciones nutricionales. Esto convierte a la metilacion en
un potencial blanco terapéutico para patologias que se relacionan con patrones

alterados de metilacion (Chowdhury y cols., 2011).

La metilacion tiene un impacto profundo tanto en la estabilidad como en la
expresion de los genes. Durante el desarrollo, el blogueo epigenético mediante la
via de la metilacién del ADN, es uno de los mecanismos mas comunes para
inactivar vias alternativas para la diferenciacion celular (Sadler, 2012). La
reduccion de la metilacion del ADN global podria ser un riesgo genético para que

pacientes desarrollen DTN (lacobazzi y cols., 2014). Se sospecha que podria ser
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semejante para las FL/P, pues tanto la migracién de las células desde la cresta
neural, como la embriogénesis de estructuras orofaciales, estan reguladas por

mecanismos epigenéticos (Lucock, 2000; Jones y Takai, 2001).

La metilacion del ADN sufre cambios durante la vida, la cual tiene su inicio en la
concepcion. Estudios recientes sefialan que la metilacion del ADN tanto global
como gen-especifico, presentan cambios que se relacionan con la edad de los
individuos (Jones y cols., 2015). Es mas, el patron de hipometilacién se observa
como un proceso fisiologico normal durante el envejecimiento, sin embargo,
también aparece como posible factor de riesgo que contribuiria al desarrollo de
enfermedades relacionadas con la edad como son el céncer, aterosclerosis,
alzheimer, desordenes siquiatricos y patologias de tipo autoinmune (Babi¢ BozZovic¢
y cols., 2015).

En sintesis, existe una relacion entre alteraciones del metabolismo del folato
(ambientales y/o genéticas) y el riesgo de FL/PNS. Ademas, se conoce su rol en la
metilacion del ADN, por lo que el propésito de este estudio es evaluar la relacion
que existe entre niveles globales de ADN metilado y riesgo de fisura labiopalatina
no sindrémica. Para ello proponemos, un estudio piloto (con un nimero reducido
de individuos) de analisis comparativo de casos y controles, destacando que no

existen investigaciones de este tipo para el estudio de esta anomalia congénita.
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HIPOTESIS

Individuos con fisura labiopalatina no sindrémica (con o sin compromiso de
paladar y/o velo palatino; unilateral o bilateral) presentan menores niveles de ADN

metilado (5-metil-citosina) que los individuos sanos.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar niveles de ADN metilado de origen leucocitario y el riesgo de
presentar fisura labiopalatina no asociada a sindromes en una muestra

chilena.

Objetivos especificos

e Cuantificar los niveles globales de ADN metilado (5-metil-citosina) de
leucocitos de individuos que presentan fisura labiopalatina no sindrémica y
de individuos sanos.

e Comparar los niveles globales de ADN metilado (5-metil-citosina) de
individuos con fisura labiopalatina no sindrémica e individuos sanos en la

muestra total y por género.
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METODOLOGIA

Se realizd un estudio retrospectivo, observacional, transversal, de tipo caso
control. Este se basdé en la cuantificacion global de ADN metilado de origen
leucocitario en individuos con fisura labiopalatina no sindromica (en todas sus
presentaciones) Yy en individuos sanos. Se establecieron como casos a individuos
con fisura labiopalatina no sindrémica (con compromiso labial y/o de reborde y/o
de paladar y/o velo palatino) mientras que los controles fueron individuos sanos,

sin antecedentes familiares de fisura labiopalatina.

POBLACION OBJETIVO Y MUESTRA

El estudio incluyé una muestra total de 40 sujetos voluntarios, 20 varones y 20
mujeres. Los sujetos del grupo caso fueron seleccionados a partir de bancos de
ADN de estudios previos. De ellos, fueron seleccionados veinte, quienes
presentaron fisura labiopalatina en cualquiera de sus formas (fisura labial o fisura
de labio y paladar, con o sin compromiso de velo palatino), y otros 20 fueron
sujetos sanos que no presentaron antecedentes familiares de fisura labiopalatina

directos o de segunda generacion.

Las muestras bioldgicas de los sujetos casos fueron extraidas de bancos de ADN
de estudios previos a partir de una muestra total de 165 sujetos con FL/P
(FONDECYT 1061078, afios 2006 - 2010; y 1109015, afios 2009 - 2012), las
cuales se encontraban almacenadas en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile a 4°C, y
contaban con el respectivo consentimiento informado. Las muestras de sangre

fueron tomadas en un periodo comprendido entre los afios 2008 y 2011.

El nimero de la muestra (muestra por conveniencia) fue determinado en funcién
de la capacidad del kit a utilizar, el cual presentaba capacidad para 40
determinaciones, con sus respectivos duplicados y los controles negativos y

positivos (96 determinaciones en total).

Para el grupo caso se incluyeron 10 varones y 10 mujeres de edades entre 18 y

30 afios, los cuales tenian FL/P en sus diferentes presentaciones, como se
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observa en la tabla 1. Esta distribucion se corresponde con la muestra total a

partir de la cual fueron seleccionados los sujetos del grupo caso.

Tabla 1: Distribucion y frecuencia (%) de los tipos de fisuras observadas en
individuos del grupo caso tanto en varones como en mujeres.

Tipos de Fisuras labiopalatinas

Grupo Labioy Labiopalatinas
caso Labial reborde con paladar Unilaterales Bilaterales
alveolar secundario*
Varones 0 (0) 2 (20) 8 (80) 7 (54) 3 (43)
Mujeres 1 (10) 4 (40) 5 (50) 6 (46) 4 (47)
Total 1(5) 6 (30) 13 (65) 13 (65) 7 (35)

*Con o sin compromiso velo palatino.

Los sujetos controles fueron estudiantes de Odontologia de la Universidad de
Chile, cuya seleccion se realizé en funcion de las edades del grupo de sujetos
casos. Las muestras de sangre del grupo control se tomaron en el Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile por el mismo operador, en el periodo comprendido entre los meses mayo y
julio de 2016 (3 meses). Fueron seleccionados 10 varones y 10 mujeres de la

misma edad que los sujetos casos.

El procesamiento de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Celular
y Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile conforme a
los principios de ética y bioseguridad (ANEXO 1). Cada individuo firmdé un
documento de consentimiento informado para poder participar en el estudio. Tanto
el consentimiento informado, asi como el uso de las muestras almacenadas fueron
aprobados por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile (ANEXO 2) en el contexto del proyecto FIOUCH-Enlace 004/2015.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
a. Criterios de inclusion:

La muestra incluyé sujetos varones y mujeres de edades entre 18 y 30 afios.

Participaron sujetos que presentaron fisura labiopalatina no sindrémica (con
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compromiso de labio y/o reborde alveolar y/o paladar secundario, con o sin velo
palatino afectado) y sujetos sanos sin antecedentes familiares de fisura
labiopalatina directos o0 de segunda generacion. Todos consintieron su
participacion en el estudio a través de la firma de un documento que estipula su
consentimiento informado (ver ANEXO 3).

b. Criterios de exclusion:

Fueron excluidos de la muestra, casos que presentaban sindromes u otras
anomalias de origen genético. De los sujetos del grupo control fueron excluidos
quienes tuvieran antecedentes familiares de fisura labiopalatina o de cualquier

malformacién orofacial.

PROCEDIMIENTOS

Obtencion de las muestras

Las muestras de ADN de los casos ya se encontraban disponibles y se hallaban
almacenadas por lo que sélo se tomaron muestras de sangre venosa de 5 mL a
los sujetos controles. Las muestras fueron tomadas por un Unico examinador y

fueron usados tubos con EDTA como anticoagulante.

Las muestras fueron tratadas inmediatamente para la purificacion de su ADN a
partir de los leucocitos mediante la técnica descrita por Chomczynski y Sacchi
(1987).

Cuantificacion de la metilacién global de ADN

La proporcion global de ADN metilado (5-metil-citosina) fue medida usando el kit
MethylFlash™ Methylated DNA Quantification (Epigentek) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante, utilizando 100 ng de ADN. Este método se basa en el
uso de anticuerpos de captura especificos para 5-metil-citosina, que luego es
cuantificada colorimétricamente en una placa ELISA, mediante la lectura de su
absorbancia por un espectrofotometro. Los niveles de ADN metilado son
proporcionales a la absorbancia obtenida. La lectura en el espectrofotometro fue

realizada a 450 nm.
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Para la cuantificacion absoluta de niveles de 5-mC se utilizd una curva de
estandarizacion creada a partir de soluciones (incluida en el kit) con niveles de 5-
mC conocidos y sus valores de absorbancia (DO). Mediante una regresion lineal
de esta curva en cuatro de sus puntos, se obtuvo una constante (DO/ng) que
permitié obtener una cuantificacion absoluta de los niveles de metilacion a través

de la siguiente férmula:

95-mC(ng) = DOy — DO(control negativo)
Constante(DO/ng) x2

donde x es la absorbancia obtenida de la lectura de cada muestra. Los resultados
obtenidos fueron expresados en ng de 5-metil-citosina. Tanto el control negativo

como el positivo fueron soluciones contenidas en el kit previamente descrito.

Analisis de datos:

Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo de las edades de la muestra (variable
de tipo cuantitativa, continua e independiente) en base a promedios Yy
desviaciones estandar, y de la distribucion de los tipos de fisura (variable
cuantitativa, categorica e independiente) que presentd la muestra en base a
frecuencias. Previamente al analisis comparativo de los niveles de 5-mC (variable
cuantitativa, continua y dependiente), se realizé la prueba de Shapiro Wilk para
determinar si ésta presenta una distribucion normal. El andlisis comparativo de los
niveles de 5-mC entre casos y controles, por sexo (variable cualitativa, categoérica
e independiente), por severidad (variable cualitativa, continua e independiente), y
por extension de tejido afectado (unilateral y bilateral; variable cualitativa, continua
e independiente). En aquellos que presentaron distribucion normal, se aplico la
prueba t de Student para comparar promedios y desviaciones estandar. En
aguellos datos que no presentaron distribucion normal, se compararon medianas y
rangos intercuartilicos mediante la prueba de sumas de rangos de Wilcoxon para
muestras pareadas. Se aceptaron diferencias estadisticas con un nivel de
significaciébn menor a 0,05 (p<0,05). Todas las pruebas mencionadas se realizaron
utilizando el software STATA v 12.
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RESULTADOS
Andlisis descriptivo:

Este estudio incluyé un total de 40 sujetos, de los cuales 20 correspondieron a
individuos que presentaron FL/PNS (casos), y 20 fueron sujetos sanos sin
antecedentes familiares de fisuras orofaciales (controles). A su vez tanto el grupo
de los casos como el grupo control estan constituidos por 10 varones y 10
mujeres. En el grupo de los casos el promedio de las edades fue 21,5 afios (= 3,98
afios), mientras que en los controles, el promedio fue 21,5 afios (x 3,97 afos).
Entre estos grupos la diferencia del promedio de sus edades no es significativa (p

> 0,05) como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2: Descripcion de las edades de los grupos casos y controles.

Grupo Promedios Edad* Desviacion Estandar* Valor p
Casos 21,5 3,98 0.5
Controles 21,5 3,97 !

*Edad expresada en afios.

Determinacion de niveles de 5-metil-citosina (5-mC) para los grupos caso y

control:

La mediana de los niveles de 5-mC en el grupo caso alcanz6 un valor de 0,63 ng
mientras que para los controles este valor fue de 1,58 ng. Al utilizar la prueba de
Wilcoxon se determiné que la diferencia de estos valores entre ambos grupos fue

estadisticamente significativa (p<0,0001) (Figura 3).

Los valores de 5-metil-citosina obtenidos se alejan significativamente de lo
esperado para una distribuciéon normal tanto en el grupo caso como en el grupo
control, de acuerdo a lo obtenido en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p=
0,019 y p= 0,024, respectivamente) es por este motivo que los valores fueron
expresados en medianas y rangos intercuartilicos (RIC) para su comparacién
(Figura 3).
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Figura 3: Niveles globales (mediana) de 5-mC (ng) en el grupo caso y el grupo
control. La mediana observada en el grupo caso fue de 0,63 ng, y el RIC fue 0,14.
En el grupo control la mediana observada fue 1,58 ng, y el RIC fue 1,04. z=-4,89;
p<0,0001.

Determinacion de niveles de 5-metil-citosina por género.
Varones (grupo caso y control):

El promedio de los niveles de 5-mC observado en los varones pertenecientes al
grupo caso fue 0,63 ng (£ 0,10 ng) mientras que el promedio observado en el
grupo control fue de 1,22 ng (= 0,46 ng). Los resultados obtenidos muestran que,
al igual que Ilo observado para la muestra total, existen diferencias
estadisticamente significativas en los varones que pertenecen al grupo caso y
control (p = 0,0004; figura 4).

La niveles de 5-mC en varones responden a una distribucion normal de acuerdo a
la prueba de Shapiro-Wilk (p=0,434 en casos; p=0,053 en controles). Por ello es
que los datos fueron expresados como promedios * desviacion estandar (Figura 4)

y para la comparacion de datos se utilizo la prueba t de Student.
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Figura 4. Determinacion de niveles (promedio) de 5-mC (ng) en varones
pertenecientes al grupo caso o control. El promedio de los niveles de 5-mC en
el grupo caso fue 0,63 ng (= 0,10 ng); en el grupo control el promedio fue 1,22 ng
(£ 0,46 ng). p=0,0004.

Mujeres (grupo caso y control):

La mediana observada en mujeres del grupo caso fue de 0,65 ng; y en el grupo
control fue de 1,84 ng. La prueba no paramétrica de Wilcoxon sefiala que hay una

diferencia estadistica significativa entre ambos grupos (p=0,0007).

En mujeres los resultados de la medicion de 5-mC presentaron distribucion normal
en el grupo caso, y no normal en el grupo control (p=0,21 y p=0,02,
respectivamente), por este motivo se llevé un analisis no paramétrico y los valores

fueron expresados en medianas y RIC (Figura 5).
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Figura 5: Niveles globales (mediana) de 5-metil-citosina (ng) en mujeres
pertenecientes al grupo caso y control. La mediana observada en el grupo caso
fue de 0,65 ng, y el RIC fue 0,18. En el grupo control la mediana observada fue
1,84 ng, y el RIC fue 0,25. z= -4,89; p= 0,0007.

Determinacion de niveles de 5-metil-citosina por severidad (grupo caso).

La mediana observada en sujetos que presentaban FL/P con compromiso de labio
y reborde en el grupo caso fue de 0,68 ng; y en aquellos sujetos que ademas
presentaban compromiso de paladar duro y/o velo palatino, la mediana fue de 0,58
ng (Tabla 3). La prueba no paramétrica de Wilcoxon sefiala que hay una
diferencia estadistica significativa entre ambos niveles de severidad de acuerdo a

los tejidos comprometidos (p= 0,035).
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Tabla 3: Comparacion de niveles globales (mediana) de 5-metil-citosina (ngQ)
de acuerdo a nivel de severidad, pertenecientes al grupo caso.

Severidad Mediana RIC Valor z Wilcoxon*  Valor p
Labio y reborde
alvyeolar Slets Ol 51 0035
Labio, reborde y 0.59 0.14

paladar secundario

*Prueba no paramétrica de Wilcoxon.

Determinacion de niveles de 5-metil-citosina por extension de tejido afectado

(grupo caso).

La mediana observada en sujetos que presentaban FL/P unilateral en el grupo
caso fue de 0,66 ng; y en aquellos sujetos que presentaban compromiso bilateral,
la mediana fue de 0,61 ng (Tabla 4). La prueba no paramétrica de Wilcoxon
sefiala que no hay una diferencia estadistica significativa entre ambos grupos (p=
0,165).

Tabla 4: Comparacion de niveles globales (mediana) de 5-metil-citosina (ng)
de acuerdo a nivel de severidad, pertenecientes al grupo caso.

Extensién de tejido

Mediana RIC Valor z Wilcoxon*  Valor p
afectado
Unilateral 0,66 0,21
Bilateral 0,61 0,14 Lot 0,165

*Prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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DISCUSION

Con el objetivo de dilucidar la etiologia de las FL/PNS, se ha puesto atencion a la
interaccion genético-ambiental relacionada a los dadores de metilo como el folato,
especialmente en el metabolismo monocarbonado. Dada la importancia de estos
dadores de metilo necesarios para la metilacién del ADN, esta investigacion tuvo
como objetivo analizar los niveles globales de metilacion de ADN y riesgo de
presentar FL/PNS en una muestra de individuos Chilenos con FL/PNS e individuos

sanos.

Usando una muestra de 20 casos chilenos de FL/PNS y 20 controles (pareados
por edad y sexo), las mediciones de metilacion total de ADN muestran que los
individuos afectados presentan valores significativamente menores que los
controles (Figura 3). Esto nos permite sugerir que bajos niveles de metilacién del
ADN confieren un incremento de riesgo para FL/PNS en esta muestra de la
poblacién Chilena. Considerando que el género fue el primer factor de riesgo
evidente que se ha documentado para la FL/PNS, donde los individuos varones
presentan hasta el doble de probabilidades de presentar FL/PNS (Blanton y cols.,
2011), se tomo en cuenta parear los grupos para esta variable y ademas, realizar
un andlisis independiente para cada género. Ademas, se parearon por edad, ya
que la evidencia sefiala que tanto el envejecimiento como el desarrollo de los
individuos afecta de manera directa la metilacion del ADN (Jones y cols., 2015).
Como se observo tanto para varones (Figura 4) como para mujeres (Figura 5), el
grupo caso mostré niveles significativamente menores de 5-mC que el grupo
control. En el andlisis de acuerdo a la severidad de FL/P, la presentacion mas
severa de la anomalia presentd niveles de metilacion menores que aquellos que

presentaban FL/P con menor compromiso de tejidos (Tabla 3).

Por ello es posible sugerir que la deficiencia en la metilacion de ADN es un factor
de riesgo para FL/PNS en forma independiente del género de los individuos, y que
ademas los menores niveles globales de 5-mC podrian sugerir una influencia

sobre el nivel de severidad en el desarrollo de las FL/P.
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La explicacion de estos bajos niveles de metilacion global en los individuos con
FL/PNS podria tener origen en los niveles de folatos y/o en su metabolismo, dado
gue estos son precursores del principal dador de grupos metilos (SAM), que es
esencial para llevar a cabo la metilacion de ADN (Mandaviya y cols., 2014). Bajos
niveles de metilacién global de ADN pueden deberse a deficiencias en cualquiera
de las vias metabdlicas que aportan los dadores de metilo. En ese contexto, la
baja ingesta de folatos propiamente tales, baja ingesta de cofactores que
participan en el metabolismo monocarbonado (vitaminas B12, B6, colina, betaina,
etc), deficiencias enziméticas dentro de las vias metabdlicas relacionadas con la
sintesis de dadores de metilo (MTHFR, MTHFD, MTR, MTRR, RFC-1, BHMT1,
BHMT2 y CBS) y agentes antagonistas de estas vias metabdlicas (como el acido
valproico, utilizado como anticonvulsivante y para tratar trastornos del &nimo)
podrian explicar el menor grado de metilacion global de ADN de los individuos que
presentan FL/PNS (Van Mill y cols., 2014).

A pesar de que los resultados son consistentes y las diferencias son
considerablemente significativas entre los individuos de los grupos caso y control,
estos deben ser interpretados con cierta cautela, pues no existe conocimiento
certero acerca de la dieta de las madres de la muestra durante el periodo de
periconcepcion, por lo tanto la variable dieta materna no esta controlada. Pero
como antecedente a considerar, los individuos del grupo caso de la muestra
estudiada nacieron entre los afios 1980 y 1992; y por otro lado, los individuos del
grupo control nacieron entre los afios 1987 y 1999, por lo tanto ambos grupos de
estudio nacieron antes de la implementacion de la politica de fortificacion de
harinas de panificacion con acido félico que se llevé a cabo a partir de enero de
2000 (Hertrampf y Cortés, 2004). Por lo tanto, ambos grupos presentan diferencias
nutricionales a nivel individual y la dieta de las madres no fue influenciada por las
politicas publicas pues se implementaron después del nacimiento de los individuos

analizados.

Respecto a otros factores que podrian incidir en la ingesta de acido fdlico, Kelly y
cols. (2012) estudiaron factores que pudieran tener influencia en la baja ingesta de

folatos durante el embarazo y que tuvieran relacion con el desarrollo de FL/PNS.



33

Aquellos que tuvieron significancia estadistica fueron la baja edad materna, el bajo
nivel educacional, bajos ingresos economicos y dado lo anterior, el bajo nivel
socioeconémico (Kelly y cols., 2012). El presente estudio presenta una muestra
heterogénea, donde los sujetos del grupo caso fueron seleccionados desde la red
de hospitales publicos de Santiago, mientras que los del grupo control fueron
seleccionados entre los estudiantes de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. El nivel socioecondémico diferenciado entre ambos grupos
puede haber influenciado la ingesta de &cido félico durante el embarazo. En este
contexto, futuros estudios que involucren medir la ingesta de &cido félico durante
el embarazo mediante el uso de instrumentos objetivos, son necesarios para
evaluar su impacto en los niveles de metilacién de ADN, ademas de incluir el nivel
socioeconémico como otra variable més dentro del estudio, de manera de

descartar ese factor de riesgo para la baja ingesta de folatos a través de la dieta.

A partir de la premisa que la muestra presenta diferencias nutricionales respecto a
la ingesta de folatos, el estudio genémico permite conocer el escenario metabdlico
que pudiese explicar las diferencias de metilacion entre los individuos de los

grupos caso Yy control.

Con respecto a la metilacién del ADN, ésta puede ser medida en 3 niveles: global,
a nivel genoma completo y respecto de un gen en especifico. Entendemos la
metilacion medida a nivel global como el contenido total de 5-mC (Mandaviya y
cols., 2014); a nivel genoma completo, cuando se mide la metilacién a nivel de
secuencias repetidas no codificantes ricas en dinucleétidos CpG que se
encuentran a lo largo de todo el genoma (Jones y cols., 2015), y a nivel gen
especifico cuando se establecen los niveles de citosinas ubicadas en genes

especificos 0 en sus zonas promotoras (Mandaviya y cols., 2014).

A la fecha no hay estudios que relacionen los niveles globales de metilacion de
ADN con la etiologia de la FL/PNS, sin embargo, se ha observado que la
hipometilacién global del ADN podria contribuir a la inestabilidad cromosomica,
alterar la expresion génica, alterar la diferenciacion celular y la apoptosis durante
la embriogénesis (Chowdhury y cols., 2011), por lo que se ha asociado como

factor de riesgo para desarrollar enfermedades degenerativas como el alzheimer,
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diabetes mellitus tipo IlI, cancer, aterosclerosis, desérdenes siquiatricos vy
patologias autoinmunes, ademas de alteraciones congénitas de tipo cardiacas,
defectos del tubo neural y alteraciones cromosémicas como el sindrome de Down

(Babi¢ Bozovic y cols., 2015).

La enzima MTHFR esta involucrada en la reaccion quimica que genera la principal
forma circulante de folatos a partir de la dieta, la cual es una de las reacciones
centrales del metabolismo monocarbonado (lacobazzi y cols., 2014). Se conocen
multiples mutaciones en el gen MTHFR que podrian afectar la eficiencia de la
enzima. Los polimorfismos ¢.677C>T y c1298A>C estan asociados a una actividad
enzimatica reducida, y se sabe que la presencia del alelo ¢c.677T podria reducir la
actividad enzimética hasta en 40%, mientras que dos copias del alelo generan una
deficiencia de un 70% (lacobazzi y cols., 2014). La ineficiencia de la enzima podria
alterar los niveles de metilacion global del ADN, por su funcidn en sintesis de
SAM, el principal dador de metilos necesarios para la metilacion del ADN
(Mandayiva y cols., 2014).

Considerando la importancia de la presencia alélica T en el polimorfismo ¢c.677T
para el gen MTHFR, decidimos complementar los resultados con el genotipo de la
muestra, para poder determinar si la presencia de este polimorfismo pudiera ser
responsable de una funcién diferenciada de la enzima MTHFR, alterando los
niveles de dadores de metilo y si esto estaria influenciando los resultados. Es asi
que, en el contexto de otro trabajo de tesis de nuestro laboratorio (datos no
publicados) se observé que la frecuencia del alelo T no era significativamente
mayor en individuos del grupo caso en comparacion a los individuos del grupo
control (p=0,678). A pesar que la muestra es reducida, al menos en ella la
diferencia en la metilacion global del ADN no se deberia a la actividad deficiente
de la enzima MTHFR. Resultados similares fueron observados por Wang y cols.
(2016) en un meta-andlisis publicado recientemente, que incluyé 10 estudios que

relacionaban el polimorfismo ¢.677C>T con niveles de metilacion de ADN.
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Debilidades y fortalezas de este estudio

A lafecha, la evidencia esté limitada respecto a estudios que examinan la relacion
entre la ingesta de acido folico y el riesgo de desarrollar FL/PNS. Desde una
perspectiva cientifica, los estudios clinicos randomizados son los ideales para
establecer causalidad (Manterola y Otzen, 2014). Sin embargo, para llevar a cabo
este tipo de investigacidén, una gran muestra es necesaria para pesquisar casos
nuevos, pues la prevalencia de la FL/PNS en Chile es 1,8 casos por cada 1000
RNV (Ministerio de Salud, Chile, 2009). Ademas, desde el punto de vista ético, no
es valido exponer a individuos a factores de riesgo que propician el desarrollo de
ésta y otras patologias, como es el caso de la baja ingesta de folatos en el periodo
de periconcepciodn, lo que ha sido evidenciado en otras investigaciones, ya que es
factor de riesgo también para desarrollar DTN (Rochtus y cols., 2015). Debido a lo
anterior, es que se llevé a cabo un estudio piloto con una muestra de individuos

reducida, y se prefirié un estudio de tipo retrospectivo, de casos y controles.

La etnicidad ha sido reportada como un factor que tiene relacion no sélo con la
prevalencia de FL/PNS, sino que también se ha descrito que poblaciones de
diferentes origenes étnicos presentan patrones diferentes de metilacién global de
ADN (Babi¢ Bozovi¢ y cols., 2015). Palomino y cols. (1997) observaron que el
componente amerindio se correlacionaba positivamente con mayores prevalencias
de FL/PNS en la poblacion Chilena y que esto podria explicarse desde la
sociogenética (Palomino y cols., 1997). Entendemos la sociogenética como el
estudio de factores genéticos que han sido condicionados o determinados por la
estructura social de las poblaciones. Los estudios sociogenéticos se basan en
investigar la interaccion entre lo social y las estructuras genéticas de las

poblaciones (Valenzuela, 2011).

Investigaciones sociogenéticas de larga data sefialan que la poblacion Chilena,
estd marcadamente estratificada desde el punto de vista genético, donde el
genoma ha sido influenciado por factores sociales, étnicos y culturales. Se ha
observado que individuos de estratos socioeconomicos diferentes presentan
patrones genomicos distintos (Valenzuela, 2011). El componente caucasico de la

poblacién chilena es producto de la llegada de los espafioles y el amerindio es
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propio de la poblacion nativa que tenia Chile en la época de la conquista, y al
parecer estos componentes étnicos, si bien se han ido mezclando con los afos,
aun mantienen una estructura diferenciada respecto a estratos socioecondmicos
hasta la fecha. Valenzuela (2011) observdé que el grupo sanguineo O era
significativamente mas prevalente en estratos socioeconémicos bajos, mientras
que los grupos A y B eran mas propios de estratos socioecondmicos altos, lo que
a su vez se corresponde con el componente amerindio y caucasico,
respectivamente (Valenzuela, 2011). Lo mismo ocurre con la FL/PNS, cuya
prevalencia también presenta un patrén diferenciado de acuerdo al nivel
socioecondémico: la evidencia sefiala que tanto el ingreso familiar como el estrato
socioeconémico son factores de riesgo para desarrollar FL/PNS (Kelly y cols.,
2012).

Sin embargo, la asociacion entre etnia amerindia y alta incidencia de FL/PNS no
solo podria explicarse desde el punto de vista genético. EI componente
socioecondmico jugaria un rol importante: bajos niveles socioeconémicos podrian
implicar menores cuidados de la madre durante el embarazo (como una dieta
deficiente o la exposicion a pesticidas), y susceptibilidad de exposicién a factores
teratogénicos (como consumo materno de tabaco y alcohol gestacional), podrian
ser responsables de la alta incidencia de FL/PNS en hospitales publicos. Dentro
del mismo analisis, otro de los factores que tiene relacion con la alta prevalencia
de FL/PNS y el bajo nivel socioeconémico es la edad materna. Palomino y cols.
(1997) sefialan que esto no se observa de igual manera en centros de atencion
privados, donde la edad de las madres tiende a ser mayor que lo que se observa
en hospitales publicos debido a una mejor planificacién familiar (Palomino y cols.,
1997). En el presente estudio, el componente étnico no estuvo controlado, y la
muestra presenta heterogeneidad respecto al estrato socioeconomico. Para
futuros estudios seria de real importancia tener este factor controlado, dado el
impacto que podria tener por su aporte en la etnicidad como en factores que se
relacionan con el periodo de periconcepcion como lo son la dieta, el consumo de

tabaco y alcohol, y la edad materna.
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El desarrollo y envejecimiento constituyen factores que modifican la metilacion
global de ADN. De hecho, las mayores variaciones en los niveles de metilacion
global de ADN ocurre durante el primer afio de vida. La evidencia sefiala que
posteriormente, en la adultez, estos niveles se mantienen estables, y los tejidos
que presentan menores variaciones a medida que aumenta la edad son las células
presentes en la sangre y en tejido cerebral. En humanos, el momento que permite
ver reflejada la metilacion global de ADN en sangre periférica de manera idénea
es en el nacimiento, pues es el momento mas cercano a la periconcepcion (Jones
y cols., 2015). En este trabajo, a pesar de que las muestras de sangre no fueron
tomadas al momento del nacimiento, los controles fueron pareados por edad de

manera que este factor estuviera controlado.

Parece ser que el componente gendmico/metabdlico relacionado con los folatos
tendria rol significativo en el desarrollo de FL/PNS, pues ya se han realizado
multiples investigaciones que buscan relacionar el consumo de acido félico/folatos
periconcepcional y el riesgo de FL/PNS bajo la premisa de que la dieta seria el
pilar fundamental de la etiologia de las fisuras, y si bien varios de ellos han
reportado una asociacién estadisticamente significativa, no todos evidencian que
la suplementacion con acido félico tenga un rol protector contra las fisuras
orofaciales (Badovinac y cols., 2007). Ademas, no se han observado cambios
significativos en la prevalencia de las fisuras en la poblacién luego de la
fortificacién de las harinas de panificacion con acido folico (Blanton y cols., 2011).
Es por esto que se han buscado respuestas en el marco del estudio del
metabolismo del folato, y en ese contexto se ha observado que la presencia del
polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR en madres confiere un riesgo mayor de
presentar FL/PNS que se ve aumentado hasta en 4,6 veces (Singh S y Singh V,
2012).

No obstante, la revision sistematica publicada por Wang (2016) sefialé que no hay
relacion entre el polimorfismo ¢.677T>C y menores niveles de metilacion global en
sujetos con FL/P, lo cual también apoya nuestras observaciones. Sin embargo,
mas investigacion es pertinente, considerando que son multiples los genes que
han sido relacionados con el desarrollo de la FL/PNS, y muchos participan en el

metabolismo de los folatos que pudiesen tener impacto en la metilacion global del
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ADN. Si bien es cierto que MTHFR es uno de los genes mas importantes y central
para la generacion de dadores universales de grupos metilo necesarios para la
metilacion del ADN, alteraciones en otros genes y deficiencias de cofactores (tanto
dietarias como metabdlicas) que participan en el metabolismo de los folatos
podrian explicar la diferencia en los niveles de metilacibn de ADN entre casos y

controles.

Con respecto a los procedimientos que se llevaron a cabo, es importante sefialar
que el ADN medido globalmente es realizado mediante la cuantificacion del
porcentaje de 5-mC (Mandaviya y cols., 2014). Este método ha sido utilizado
ampliamente en estudios epidemiolégicos, utilizando cromatografia fisica de alta
eficacia, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, o mediante
electroforesis capilar de alto rendimiento. Estos métodos son altamente
cuantitativos y reproducibles, sin embargo, grandes cantidades de ADN son
necesarias para obtener resultados confiables (Woo y Kim, 2012). Es por esto que
se realiz6 la medicion de niveles de 5-mC mediante el uso de anticuerpos de
captura especificos para 5-mC que fueron posteriormente cuantificados en una
plataforma ELISA de escala colorimétrica, el cual es mas eficiente respecto a los
otros descritos.

En sintesis, los resultados obtenidos permiten una aproximacion para dilucidar la
relacion de la metilacibn del ADN con el riesgo de presentar FL/PNS y su
severidad. Sin embargo, son necesarias investigaciones adicionales que permitan
aclarar si la alteracibn a nivel epigenético se da a nivel gen especifico,
posiblemente en genes involucrados en las fisuras orofaciales, para asi buscar
marcadores de riesgo tempranos, que permitan establecer mecanismos de
prevencion en etapas susceptibles, como es la del periodo de periconcepcion y la
gestacion. Y ademas, se requiere considerar otras variables que tendrian relacion
con las causas de menores niveles de 5-mC, como son el nivel socioecondémico y

la dieta.
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CONCLUSIONES

Luego de las pruebas y analisis realizados en esta investigacién, se acepta la
hipotesis planteada: los individuos que presentan fisura labiopalatina de tipo no
sindromica presentan menores niveles de metilacion global de ADN (5-metil-

citosina) que los individuos sanos.

Los niveles disminuidos de metilacion global de ADN del grupo caso, se observan

tanto en mujeres como en varones indistintamente.

Los resultados de nuestro estudio sugieren fuertemente que existe una
contribucion de la disminucion del ADN metilado al aumento del riesgo de
desarrollar fisuras labiopalatinas no sindrémicas y que ademas podria contribuir a
la severidad de esta anomalia. Sin embargo, esta relacion también podria
explicarse por efectos de otras variables que no fueron consideradas en este

estudio.

En la muestra de individuos analizada, la presencia del alelo T en el polimorfismo
c.677C>T del gen MTHFR no explica los menores niveles de metilacion, pues no

hay diferencias significativas de la frecuencia del alelo entre casos y controles.

A pesar de que los resultados son claros, hay varios factores que no fueron
controlados, ademas del reducido tamafio de la muestra. Es por eso que se
necesita replicar nuestros resultados en muestras donde se controlen otras
variables, como por ejemplo, los antecedentes dietéticos, el componente
amerindio de la muestra, estrato socioeconémico y varios de los genes
relacionados con el metabolismo del folato que son plausibles de ser parte de la

etiologia de las fisuras labiopalatinas.
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

FECHA: 12 de enero de 2016.

PROYECTO: “METABOLISMO DEL FOLATO Y MET'ILACI(')N DEL DNA:
SU POSIBLE ROL EN LA ETIOLOGIA DE LA FISURA
LABIOPALATINA NO SINDROMICA EN CHILE”.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR. JOSE SUAZO SANHUEZA.

INSTITUCION: PROYECTO DE INVESTIGACION FIOUCH ENLACE - DIFO
2015, INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS
ODONTOLOGICAS. FACULTAD DE ODONTOLOGIA,
UNIVERSIDAD DE CHILE.

Con fecha 12 de enero de 2016, el proyecto ha sido analizado a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinki, de la Guia Internacional de Etica para
la Investigacion Biomédica que involucra sujetos humanos CIOMS 1992, y de
las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de la informacion proporcionada en el texto del proyecto el
Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, estima que el estudio propuesto esta bien
justificado y que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos,
psiquicos o sociales mayores o minimos.

Este comité también analizd y aprobd el correspondiente documento de
Consentimiento Informado en su versiéon modificada de fecha 12 de enero de
2016.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética
para la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del
protocolo.
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- Proyecto N° 210-2015
- Archivo ACTA AP-177

48



ANEXO 3

Version 3 12/01/2016

§| acumap

ODONTOLOGIA

Consentimiento Informado Para Participacién en Proyecto de Investigacion

Dirigido a Adultos Sanos (Controles)

Titulo del Protocolo: METABOLISMO DEL FOLATO Y METILACION DEL DNA:
SU POSIBLE ROL EN LA ETIOLOGIA DE LA FISURA
LABIOPALATINA NO SINDROMICA EN CHILE

PATROCINANTE: Concurso FIQOUCH-Enlace, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile

Nombre del Investigador principal: Dr. José Suazo Sanhueza

R.U.T.: 13.033.606-K

Institucion: Instituto de Investigacion en Ciencias Odontolégica,
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Sergio
Livingstone 943 - Independencia, Santiago.

Teléfonos: 29781758

Nombre del Participante:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicara a casos de fisura labiopalatina no
sindrémica, sus padres o tutores, y consta de dos partes:

« Informacion (proporciona informacion sobre el estudio para usted).

« Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).

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

Mi nombre es José Suazo Sanhueza y soy académico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Estoy realizando una investigacion cuyo objetivo es conocer las causas
genéticas de este problema de nacimiento conocido como fisura labiopalatina (o labio leporino), en
otras palabras, averiguar cuél es el origen hereditario de esta enfermedad.

Le proporcionaré informacion y lo invitaré a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir hoy si
lo haré o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que
contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la
Investigacién y si usted desea participar, se le solicitara que firme este formulario.
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Justificacion de la Investigacion

En Chile nacen muchos nifios y nifias con labio leporino o fisura labiopalatina. El problema es que
aun no sabemos totalmente porque aparece. Lo que sabemos es que muchas veces se observa en
familias, por lo que lo creemos que es una malformacion hereditaria. Por eso este estudio buscara
uno de los factores hereditarios o genes que pueden participar en este problema de nacimiento.

Objetivo de la Investigacion

Esta investigacion tiene por objetivo conocer las causas genéticas de este problema de nacimiento
conocido como fisura labiopalatina (o labio leporino), en otras palabras, averiguar cual es el origen
hereditario de esta enfermedad. Especificamente buscaremos, por una parte factores genéticos (o
genes) que participan en el aprovechamiento de un nutriente conocide como acido félico, que es
muy importante para que se forme correctamente el labio superior y el paladar, Ademas, queremos
confirmar si los pacientes con fisura labiopalatina tienen un porcentaje menor de una modificacion
de su material genético (0 ADN) si lo comparamos con personas no afectadas. Para elio
necesitamos una muestra de su ADN. Este estudio incluird a un grupo de al menos 100 familias
con hijos personas afectadas. Dado que siempre en este tipo de estudios necesitamos un grupo de
personas sanas como punto de comparacion, es que lo estamos invitando a participar, que en este
caso seran entre 10 y 15 personas.

Beneficio de la Investigacion.

Usted no se beneficiara por participar en esta investigacion meédica. Sin embargo, la informacién
que se obtendra sera de utilidad para conocer mas acerca de la fisura labiopalatina. Esto podria,
eventualmente en el futuro, beneficiar a muchas familias con esta condicion.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

Si Ud. acepta participar en este estudio se les realizara una encuesta para recopilar informacion
basica de contacto (nombre, domicilio, teléfono de contacto) y sobre su familia (como si hay casos
de este problema o similiares) y se les solicitara, sélo por una vez, una pequefia muestra de sangre
que se tomara desde el brazo. El total de la muestra que se le extraera sera de aproximadamente
10 ml (lo que equivale a algo asi como una cuchara sopera). De esta muestra se extraera el
material genético que sera analizado en nuestro laboratorio.

Las muestras obtenidas y la informacion de su material genético seran usadas Unica y
exclusivamente para el propésito de esta investigacion y no se haran otros estudios genéticos. Las
muestras seran almacenadas por un maximo de 15 afios, en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular, Instituto de Investigacion en Ciencias Odontologicas, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile, bajo la responsabilidad del Dr. José Suazo.

Si en el futuro son usadas para propositos diferentes a los de esta investigacion médica, se le
contactara para solicitar que nos autorice a usarla firmando un nuevo consentimiento.

Riesgo de la Investigacion.

La toma de una muestra de sangre tiene riesgos minimos para su salud, tales como dolor en el
sitio de puncion, hematomas (moretones) y rara vez infeccién en el sitic de puncién. Para evitar
este tipo de molestia la persona que extraera la muestra tiene experiencia en el procedimiento. Por
ello los riesgos para usted son minimos.

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio

Los criterios de inclusién seran: ser chileno, mayor de 18 afios, sin fisura labiopalatina (fisura de
labio con o sin fisura de paladar).

Los criterios de exclusion seran: chilenos o extranjeros con historia familiar de labio leporino u otras
malformaciones congénitas importantes.

Pagina 2 de 4
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Confidencialidad y difusién de datos.
La informacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacién de participantes (datos
personales y los resultados de los estudios genéticos), serd mantenida con estricta
confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de usted o su hijo seran
codificados para el uso en este estudic y no seran identificados publicamente. Los resultados
emanados de este estudio podran ser publicados en revistas cientificas, pero su nombre no sera
conocido.

Aclaraciones
* La participacién es completamente voluntaria.

+ No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencion y/o participacion.

« Siusted decide puede retirarse cuando lo desee.

« No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

+ No recibird pago por su participacion.

* Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.

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

+ Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del “Comité de Etica de
Investigacion en Seres Humanos®, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-978.9536, Email:
comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca
Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de
Independencia.
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Carta de Consentimiento Informado (Mayores de 18 afios)

que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y que mis preguntas han
sido respondidas de manera satisfactoria.

He sido informado(a) y comprendo la necesidad y fines de ser atendido.
Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.

Conozco los beneficios de participar en la Investigacion

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

o oA 0N

Ademas de esta informacion que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucidn de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera
necesaria y al criterio del investigador.

7. Autorizo a usar mi caso para investigacién y para ser usado como material audiovisual en
clases, protegiendo mi identidad

8. En caso de cualquier duda puede comunicarse con el Dr. José Suazo Sanhueza a los
nimeros 29781758 o 56679342 o dirigirse a el Presidente del "Comité de Etica de
Investigacion en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-978.9536, Email:
comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la
Biblioteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia
1027, Comuna de Independencia.

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagndstico pertinente.

Nombre del Paciente, Padre Tutor:

Firma:

Fecha:

Seccidn a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
normativa vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Nombre del Investigador Principal:

Firma:

Fecha:

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su representante

Firma:

Fecha:
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A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontdneamente, y en consecuencia, acepto
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