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RESUMEN

Introduccidn: La fisura labiopalatina no sindromica (FL/PNS) es una malformacion
congénita de alta prevalencia a nivel mundial. Su etiologia es multifactorial, en ella
intervienen factores ambientales y hereditarios. Es considerada una patologia de
herencia compleja en la que participarian varios genes interactuantes. En ese
escenario, cualquiera de los genes que codifican para las proteinas participantes en
el desarrollo del labio superior y paladar, podria constituir un gen candidato para la
FL/PNS. Los folatos son moléculas fundamentales para el desarrollo de estructuras
crdneo-faciales. En relacion a ellos, un gen atractivo de estudiar es el que codifica
para la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que cataliza la
reaccion de conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, la
cudl es la forma primaria circulante de los folatos. Un polimorfismo comun de un solo
nucleétido (SNP) de este gen es el c.677C>T que produce alteraciones en el
metabolismo del folato y ha sido asociado con el riesgo de FL/PNS. En esta tesis se
propuso, por primera vez en Chile, evaluar si existe asociacion entre el polimorfismo
c.677C>T de MTHFR y la expresion de FL/PNS.

Materiales y Métodos: Se utilizaron muestras de 165 casos de FL/PNS y 291

controles. Ademas de 121 trios-casos progenitores (que comparten la muestra de
casos). La variante ¢.677C>T de MTHFR fue genotipificada en una plataforma de
PCR en tiempo real. En la muestra de casos y controles se estim6 el Odds Ratio
(OR) para comparar las frecuencias alélicas y genotipicas. En la muestra de trios-
casos progenitores, se aplicé el test de desequilibrio de transmisién (TDT) para
evaluar el patron diferencial de transmisién de los alelos de progenitores a la
progenie. Dado que las muestras de ambas etapas no son independientes, se

obtuvo un OR combinado junto a una prueba de homogeneidad.

Resultados: Se observé un OR no significativo (1,28; IC 95%: 0,97-1,70, p=0,067)
para el alelo de riesgo T en la muestra de casos y controles. En los trios se encontrd

una transmision preferencial del alelo de riesgo T (OR 1,69; IC 95%:1,18-2,44,



p=0,0041). El andlisis combinado arroj6 un resultado significativo (OR:1,41; IC
95%:1,14-1,75; p=0,0015) y la prueba de homogeneidad un resultado no significativo
(0,2314).

Conclusiones: Mediante la determinacion del OR combinado, y a pesar de que se

detectaron resultados espurios de asociacion en el estudio de casos y controles,
se puede concluir que la presencia del alelo T es un factor de riesgo en la
ocurrencia de FL/PNS en Chile.



INTRODUCCION

La fisura labiopalatina no sindrémica (FL/PNS) es una de las malformaciones
congénitas mas frecuentes en el mundo (Bender, 2000). En general, las fisuras
orofaciales tienen un gran impacto en salud publica por los costos de rehabilitacion a
corto y largo plazo, asi como también por los costos emocionales y psicolégicos para
los pacientes y sus familias (Pan y cols, 2010a). Los pacientes afectados presentan
dificultades en su alimentacion, problemas de insercion social, del habla y la
audicion, los que pueden ser corregidos con cirugias, tratamientos dentales,
fonoaudiolégicos e intervenciones psicosociales (Pan y cols, 2010b). Estos
tratamientos se inician en los primeros meses de vida y dependiendo de la
severidad clinica de la lesién, pueden prolongarse hasta mas alla de los dieciocho
afos de edad (Bender, 2000).

A pesar de los buenos resultados que se pueden obtener cuando se logra tratar
oportunamente, se ha visto que los individuos con FL/PNS presentan retraso
cognitivo y psicosocial durante la infancia (Frebourg y cols, 2006). Ademas, menor
esperanza de vida por tener mayor riesgo de presentar distintos tipos de cancer y
desdrdenes psiquiatricos durante la vida adulta (Christensen y cols, 2004). Por ello,
estudiar la etiologia genética de la FL/PNS puede contribuir a mejorar el
asesoramiento genético enfocado en la prevencion y prondstico, especialmente en

los casos donde se observe agregacion familiar (Frebourg y cols, 2006).

Es ampliamente aceptado que los folatos son componentes clave en el desarrollo de
estructuras craneo-faciales (Hernandez, 2000). Se ha reportado que madres que
usan suplementos que lo contienen, disminuirian la incidencia de FL/PNS en la
descendencia (Schutte y Murray, 1999; Hernandez, 2000). Sin embargo, existen
estudios que han obtenido resultados variables o contradictorios (Frosst, 1995; Van
der Put, 1998; Johnson vy Little, 2008). Por lo anterior, variaciones individuales en
genes implicados en el metabolismo del folato, podrian afectar la susceptibilidad
individual a presentar FL/PNS (Zhao, 2014). En este contexto, 5,10-

Metilentedrahidrofolato reductasa (MTFHR) es una enzima clave en el metabolismo
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del folato, al estar involucrado en la metilacion de moléculas que participan en
multiples funciones biologicas y la regulacién de la expresion génica durante la
migracion y diferenciacion celular, en especial en el desarrollo embrionario temprano
(Ly y cols, 2012). Por lo que es particularmente atractiva de estudiar al presentar
polimorfismos funcionales como el ¢c.677C>T (p.Ala222Val) que da como resultado
una enzima termolabil con disminucion de su actividad enzimatica (Pereira y cols,
2004).

En la presente tesis se propuso estudiar si existe asociacion entre el polimorfismo
c.677C>T del gen MTHFR y la expresion de la fisura labiopalatina no sindrémica
en Chile. Para este proposito se realizd genotipificacion por PCR en tiempo real y
con los resultados obtenidos se evalud asociacion mediante dos disefios

complementarios de estudio: casos y controles y trios caso-progenitores.



MARCO TEORICO

Fisuras Orofaciales

Las fisuras orofaciales se clasifican en dos grupos, la fisura labiopalatina (fisura de
labio con o sin fisura de paladar o FL/P) y fisura palatina sola (FP). Para cada una de
ellas encontramos manifestaciones asociadas a sindromes o formas aisladas con
otras anomalias que no comprenden parte de algun sindrome clinico (fisuras no
sindrémicas) (Cobourne, 2004). Se estima que las fisuras no sindrémicas
corresponden aproximadamente al 70% de las fisuras orofaciales. Por otro lado, en
las formas sindrémicas se reconocen mas de 300 sindromes en que esta presente

una fisura orofacial (Gorlin y cols, 1990).

La fisura labiopalatina no sindromica (FL/PNS) es una malformacion congénita con
una amplia variacion en su expresion clinica (Figura 1), que va de pequefias
muescas en el labio superior hasta fisuras que comprometen el labio superior,
reborde alveolar, paladar duro y blando (Schutte y Murray, 1999). FL/PNS es, por
tanto, una malformacion orofacial sin ninguna otra anomalia estructural o del
desarrollo (Lidral y cols, 2008) y que se considera una entidad diferente de las fisuras
palatinas tanto en su origen embriol6gico como en sus factores de riesgo (Jugessur
y cols, 2009).



Paladar Agujero
primario incisivo

Paladar
primario

Figura 1: Vista ventral de paladar, labio y nariz, con distintas expresiones de FL/NPS. A:
normal, B: fisura unilateral de labio y paladar primario, C: fisura unilateral labial y palatina
gue se extiende hasta el agujero incisivo, D: fisura bilateral de labio y paladar primario, E:
fisura palatina sola, F: fisura de labio y paladar completa. (Extraido de Langman, 2009).

Embriologia del labio superior y paladar

El desarrollo del labio superior y paladar comprende una serie de eventos complejos
que requieren una estrecha coordinacién genética, que involucra migracion celular,

crecimiento, diferenciacién y apoptosis (Mossey y cols, 2009).

En humanos, estos eventos comienzan durante la tercera semana de gestacion, en
donde las células de la cresta neural migran hacia el primer arco faringeo, para
originar los cinco procesos o prominencias faciales (uno frontonasal, dos maxilares y
dos mandibulares) (Figura 2). De la prominencia frontonasal se originara la frente y
la nariz, de las prominencias maxilares se formara el estomodeo lateral (boca
primitiva) y de las prominencias mandibulares se formara la mandibula, el labio

inferior y la parte inferior de la mejilla (Bender, 2000).

Entre la sexta y séptima semana, la proliferacion de las prominencias maxilares
resultara en la fusion de las prominencias nasales mediales con las laterales (ambas
provenientes de la prominencia frontonasal) para formar la nariz lateral y mejillas.

El labio superior se forma durante éste periodo por el movimiento lateral de las
prominencias maxilares que luego se fusionan con las prominencias nasales
mediales (Bender, 2000) (Figura 2 Cy D).



El desarrollo del paladar primario (desde reborde alveolar hasta foramen incisivo) se
inicia durante la quinta semana de gestacion, derivado de la fusion de las estructuras
que conforman el labio superior. Su formacion comienza con el crecimiento del
segmento intermaxilar del maxilar, tejido derivado de las prominencias maxilares que
ya se han fusionado con las prominencias nasales mediales. Los segmentos nasales
mediales contribuyen a la formacion del filtrum del labio superior y el componente
0seo del paladar primario que incluye a los cuatro dientes incisivos maxilares

(premaxila) (Gorlin y cols, 1990).

Prominencia
frontonasal

Fosa nasa\
e Ojo
Prominencia

; : Fosa nasal
maxilar superior

Prominencia
nasal lateral

Prominencia
nasal medial

Prominencia
maxilar inferior

Prominencial nasal lateral

Prominencial nasal medial
Prominencia maxilar superior

Prominencia maxilar inferior nasolagrimal
Surco subnasal

Figura 2: Formacion de la cara. A: Embrion de 5 semanas, B: Embrion de 6 semanas, C:
Embrién de 7 semanas, D: Embrién de 10 semanas. (Extraido de Langman, 2009).
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El paladar secundario incluye el tejido que se extiende desde el foramen incisivo
hacia la parte posterior del paladar. Su formacion se inicia durante la sexta semana,
una vez constituido el paladar primario, con el desarrollo de las laminas palatinas
(Figura 3A). Estas laminas emergen desde la cara interna de las prominencias
maxilares, las que inicialmente crecen en forma vertical. Durante la séptima y octava
semana, las ldminas palatinas se elongan y horizontalizan (Figura 3B). Cuando
estas placas crecen horizontalmente hasta una determinada posicion y hacen
contacto, procesos de transicion epitelio-mesenquimatica y apoptosis en los bordes
mediales de cada lado, producen su fusion en la linea media. La fusion del paladar
duro se completa durante la décima semana (figura 3C). La formacion del paladar
blando y la Gvula culminan en la duodécima semana con la exitosa fusion de centros

de crecimiento secundario (Bender, 2000).

A

Tabique nasal

Fosa nasal

Lengua ' Cresta
palatina

Tabique nasal

Cavidad bucal

Lengua

s Aguijero
{ incisivo

AN
)2 _Fosa nasal
Cornetes < ‘ J N Tabi
&7\ - Tabique nasal
nasales v 9

» Crestas palatinas
fusionadas

T ———
BSREETTED

Lengua Cavidad bucal Y
by o ~Uvula

Figura 3: Desarrollo embrionario de paladar secundario. A: 6 semanas y media, B: 7
semanas y media, C: 10 semanas (Extraido de Langman, 2009).



Teniendo en cuenta estos antecedentes embriol6gicos, una fisura de labio y/o de
paladar primario es el resultado de fallas en la fusion de los procesos nasales
laterales y mediales, en la prominencia frontonasal y/o en las prominencias
maxilares. Por su parte, fallas en la elevacion, contacto, adhesion y fusion de las
laminas palatinas resulta en fisuras de paladar (Marazita y Money, 2004). Por lo que,
cualquier perturbacion de origen genético o ambiental en esas etapas puede llevar a
una falla en el mecanismo de cierre en la linea media generando fisuras orofaciales
(Rahimov y cols, 2008).

Epidemiologia

La FL/PNS se observa a nivel mundial aproximadamente en 1 de cada 700 recién
nacidos vivos, con variaciones dependiendo del origen étnico de los padres, origen
geogréafico, sexo y nivel socioeconomico (Bender, 2000). Por lo anterior, la
distribucion de la FL/PNS no es homogénea, observando los valores méas altos en
Asia y América Latina (1/500). Por otro lado, en Africa (1/2500) y en Europa (1/1000)

se han registrado las tasas de prevalencia mas bajas (Mossey, 2012).

En Chile la poblaciéon urbana contemporanea, proviene principalmente de la mezcla
entre amerindios (de origen asiatico) y espafoles (de origen caucasico)
(Rothhammer y cols, 1968). En Santiago se pueden observar las cifras mas altas de
prevalencia de FL/PNS en los estratos socioeconémicos bajos (1,8 por 1000 nacidos
Vvivos), que presentan la mayor proporcion de genes amerindios, mientras que, en los
estratos socioeconomicos altos las tasas de esta malformacion son las mas bajas
(0,8 por 1000 nacidos vivos), estratos que presentan el menor grado de mezcla
amerindia, lo que genera estratificacion poblacional por origen étnico (Palomino y
cols, 1997).



Etiologia

La etiologia de la FL/PNS es considerada multifactorial, causada por factores

ambientales y hereditarios (Schutte y Murray, 1999).

En el embarazo, las primeras semanas son consideradas el periodo mas sensible en
la etiologia de esta malformacion. En etapas tempranas, la interaccion con
sustancias teratdgenas pueden llevar a alteraciones en la embriogénesis. Se han
asociado, en mayor o menor medida, a un incremento del riesgo de FL/PNS el
consumo de tabaco, alcohol, bajo consumo de acido félico, bajos niveles sanguineos

de zinc, obesidad, eventos estresantes y fiebre durante el embarazo (Molina, 2013).

Tanto las evidencias experimentales en modelos animales como los andlisis
genéticos en humanos, permiten concluir que la FL/PNS constituye una patologia de
herencia compleja, postulandose que en su etiologia genética participarian varios
genes interactuantes (Jugessur y Murray, 2005). Sin embargo, ain no se ha logrado
determinar con certeza cuantos y cuéles son estos genes candidatos y cuél es su
peso relativo en la expresion de esta malformacion. Es por esta razon que, al
observar las historias genealdgicas, el fenotipo FL/PNS no se transmite de acuerdo

con alguno de los patrones convencionales de herencia mendeliana (Murray, 2002).

Para explicar la forma en que se hereda este rasgo se ha propuesto un modelo de
herencia en el que participarian varios genes mayores interactuantes, el que se
conoce como modelo oligogénico de herencia y que es el que actualmente presenta
mayor aceptacion (Farral y Holder,1992; Mitchell y Risch, 1992). Como ya ha sido
mencionado, el desarrollo del labio superior y paladar ocurre como resultado de
complejos procesos de interaccion, migracion, diferenciacion y muerte celular, los
gue son controlados por numerosas proteinas estructurales y regulatorias. En este
escenario, cualquiera de los genes que codifican para las proteinas participantes en
dichos procesos, podria constituir un gen candidato para FL/PNS (Gaspar y cols,
2002).



Disefios de estudios para mapeo de genes candidatos en la FL/PNS.

Un enfoque comunmente utilizado para el mapeo (o deteccion) de genes candidatos
en rasgos complejos, son los estudios de asociacion de base poblacional como el
disefio de casos y controles, en el que se buscan diferencias en las frecuencias de
alelos de variantes genéticas polimérficas entre individuos afectados (casos no
relacionados) y no afectados (controles no relacionados). Si bien este disefio es
ampliamente utilizado por la factibilidad de reclutar individuos, presenta la desventaja
de generar resultados de asociacion, tanto falsos positivos como falsos negativos
(asociaciones espurias), cuando los casos no estan pareados correctamente con los
controles, ya sea por tener distinta composicion genética o la poblacién presenta
estratificacion por etnicidad (Santos y cols, 2002). Por lo tanto, evidencias de
asociacion entre una variante genética y una enfermedad en estudios caso-control

deben ser confirmados por métodos alternativos (Kazeem y Farrall, 2005).

En este contexto, algunos autores han propuesto realizar estudios de asociacion
complementarios a los de casos y controles, usando disefios en base familiar, como
el de trios-caso progenitores, para proveer proteccion contra asociaciones espurias
causadas por la estratificacion poblacional (Spielman y cols, 1993; Santos y cols,
2002). En este tipo de estudios se evalla la presencia de una transmision
preferencial de un alelo de una variante genética desde progenitores a progenie
afectada. Con los alelos no transmitidos de progenitores a progenie, se conforma un
grupo control (“pseudo-control’) pareado perfectamente con los casos por origen
étnico, evitando con ello los problemas de estratificacion poblacional (Santos y cols,
2002).

Propuesta de estudio de asociacién: rol del gen de la 5,10-
metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) en la expresion de la FL/PNS en la
poblacién chilena.
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Durante el embarazo, los requerimientos de folato aumentan para satisfacer las
necesidades del desarrollo embrionario y fetal. Este es activamente transportado al
feto, lo que ha sido demostrado por las concentraciones sanguineas observadas en
el corddén umbilical, que se encuentran en estrecha relaciébn con los niveles

circulantes en la sangre materna (Safi y cols, 2012).

Los folatos pertenecen al complejo de la vitamina B. Muchos alimentos como los
vegetales de hojas verdes, legumbres y cereales son ricos en folatos, sin embargo,
pierden rapidamente su actividad durante su almacenamiento y procesamiento. El
acido félico es la forma sintética monoglutamica del folato, la que, en comparacion a
los folatos naturales es altamente estable (meses e incluso afios de
almacenamiento). Por lo anterior, el acido fdlico, es la molécula de eleccion para la

fortificacion de alimentos y suplementos farmacologicos (Ly y cols, 2012).

Estudios han revelado que las madres que usan multivitaminicos que contienen
acido folico, antes del embarazo y/o durante el primer trimestre de gestacion,
presentan un menor riesgo de que sus hijos presenten FL/PNS comparado a las
mujeres que no lo usaron (Schutte y Murray, 1999; Hernandez, 2000). Sin embargo,
esto aln es controversial debido a que otros estudios no han reportado este efecto
beneficioso (Frosst, 1995; Van der Put, 1998; Johnson y Little, 2008).

Apoyando lo anterior, existen reportes en humanos y animales que respaldan una
relacion entre el uso de antagonistas del acido félico como metotrexato,
aminopterina y anticonvulsionantes durante el embarazo y mayor riesgo de
FL/PNS en la descendencia (Hernandez, 2000).

Los folatos estan involucrados en la transferencia de grupos metilos a moléculas
involucradas en multiples funciones biologicas (Figura 4). Los grupos metilo son
esenciales para la sintesis de nucleotidos usados en replicacion y reparacion de
ADN. Ademas, estan involucrados en el ciclo de la metionina asegurando niveles
apropiados de S-adenosilmetionina (SAM), el principal dador de grupos metilo

para el ADN, histonas y metilacion de otras proteinas para modular sus funciones.
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La metilacién del ADN es un mecanismo epigenético de control para la expresiéon
genética. Un grupo metilo es transferido desde la SAM a una citosina la que est4,
a menudo, dispuesta como el dinucledtido CpG. La metilacion del ADN en
regiones regulatorias induce silenciamiento de genes al bloquear el
reconocimiento de factores de transcripcion y/o por el reclutamiento de proteinas
de unién al metil-CpG que condensan la cromatina, reprimiendo la expresion
genética. Después de su demetilacion la SAM es convertida en homocisteina en
una reaccion enziméatica de dos pasos. En presencia de 5-metiltetrahidrofolato,
otra via enzimética de dos pasos, se repone la reserva de SAM desde la
homocisteina. Otros procesos dependientes de folato incluyen la interconversion
de aminoacidos y el camino de trans-sulfuracion, el que sintetiza glutation, un

antioxidante endogeno (Stover, 2011; Ly y cols, 2012).

Deoxyuridine

Deoxyutidylate 42 Thymidylate ———p DNA .
Synthesis

Purines

10°-formylTHF P

5°,10’-methyleneTHF
Purine i \MTHFR \

Dihydrofolate 22 5 THF 5’-methylTHF i
DHFRA MS /r
MethionineD - HomocySteine mmp wmp
i e imethyl- O SAHH
Dlet Synthasc l glycine Clznne T
SAM SAH
DNMT
ot

DNA---CpG--DNA DNA--CpG--DNA

Figura 4: Esquema simplificado del metabolismo del &cido folico y reacciones de
transferencia de grupos metilos para sintesis de DNA y moléculas involucradas en
funciones biologicas (Extraido de Ly y cols, 2012).
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Como antes se menciona, la identificacion de factores de riesgo genéticos para la
FL/PNS ha sido objeto de estudio en los ultimos afios, la que esta enfocada en la
basqueda de mutaciones codificantes potencialmente causales (Jugessur y cols,
20009).

En relacién a los folatos, se tiene conocimiento de alrededor de 50 genes que
codifican proteinas que participan en su transporte, metabolismo, ciclo de metilacion,
DNA vy transferencia de grupos metilos y sintesis de nucleétidos; en donde en
muchos de ellos se conocen polimorfismos de riesgo para FL/PNS (Bhaskar, 2011).

En este contexto, un gen atractivo para estudiar es el que codifica para la enzima
5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), clave en este metabolismo. Esta
enzima cataliza la reaccion de conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato, la cual es la forma primaria circulante de los folatos (Frosst y
cols, 1995).

Un polimorfismo comin de un solo nucle6tido (SNP) de este gen es el c.677C>T
(rs1801133) (Mills y cols, 2008), el cual resulta en un cambio de alanina por valina
en el codon 222 (p.Ala222Val) y es responsable de alterar la actividad de la enzima y
generar su termolabilidad, lo que se manifiesta como una leve a moderada

hiperhomocisteinemia (Pereira y cols, 2004).

En un reciente meta-analisis, Zhao y cols (2014) evaluaron en poblaciones
asiaticas si existe asociacion entre el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR y un
mayor riesgo de FL/PNS, concluyendo que esta asociacion existia. Luo y cols
(2012) en sus resultados sugieren que podria existir asociacién entre el genotipo
de esta variante y FL/PNS en la poblacién de origen caucasico. Un meta-andlisis
posterior (Pan y cols, 2013) confirma que c.677C>T se encuentra involucrado en

el desarrollo de esta malformacion.
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En la literatura se pueden encontrar dos estudios previos que incluyen poblacion
chilena en su muestra, que son parte del Estudio Colaborativo Latino Americano
de Malformaciones Congénitas (ECLAMC). En ellos, la poblacién chilena fue
agrupada con otros sujetos sudamericanos, no encontrando asociacion entre esta
variante y FL/PNS (Vieira y cols, 2005, 2008).

En la presente tesis se estudid, por primera vez exclusivamente con individuos
chilenos, si existe asociacion entre el polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR y la
expresion de la fisura labiopalatina no sindromica en nuestro pais. Para este
propésito se realizd genotipificaciéon por PCR en tiempo real para determinar las
distintas frecuencias alélicas del polimorfismo ¢.677C>T en una poblacion chilena.
Con los resultados obtenidos se evalué asociacion mediante dos disefios
complementarios de estudio: casos-controles y trios caso-progenitores. Dado que
estas muestras no son independientes, compartiendo parcialmente la poblacion de
casos, se genera una correlacion entre sus resultados (Martin y Kaplan, 2000). Es
por ello que ademas se propuso un analisis de asociacion que combina los
resultados de ambos disefios.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

El polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR esta asociado con el riesgo de fisura

labiopalatina no sindromica en Chile.
Objetivo general
Evaluar la asociacion entre el polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR vy el riesgo
de fisura labiopalatina no sindromica en Chile usando dos disefios
complementarios de estudio.
Objetivos especificos

1. Determinar mediante genotipificacion por PCR en tiempo real la frecuencia

del polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR en individuos chilenos con

FL/PNS, sus progenitores y un grupo control.

2. Evaluar la asociacion entre el polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR y

FL/PNS en la muestra de casos y controles chilenos.

3. Evaluar asociacion entre el polimorfismo c¢.677C>T del gen MTHFR y

FL/PNS en la muestra de trios-caso progenitores chilenos.

4. Evaluar la asociacion combinada de ambas muestras entre el polimorfismo
€.677C>T del gen MTHFR y FL/PNS en la poblacion chilena.
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MATERIALES Y METODOS

Grupos de estudio

El grupo de estudio se obtuvo de las bases de datos y de ADN de 2 proyectos
financiados por el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico
(FONDECYT, numeros 1061078 y 11090105). La muestra de FL/PNS consistié en
165 casos no relacionados entre si (35% mujeres) con un rango de edad entre 0 y
31 afos. De ellos un 92% de los pacientes presentaba fisura labiopalatina y solo el
8% fisura labial. Ademas, un 69% de los pacientes no tenia historia familiar de fisura
orofacial. Los casos fueron reclutados entre los afios 2008 y 2011 después de
entrevistar en profundidad al menos a 3 miembros de cada familia para reconstruir la
historia familiar. Se realiz6 una cuidadosa anamnesis para evaluar el uso de
sustancias teratogénicas tales como fenitoina, warfarina y etanol durante el
embarazo. Se excluyeron los casos sindrémicos o por anomalias cromosomicas.

Los pacientes provenian de los siguientes centros: Unidad de malformaciones
craneo-faciales de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, Servicio
Dental del Hospital Roberto del Rio, Policlinico de Fisurados del Hospital Exequiel
Gonzélez Cortés, Servicio Maxilofacial del Hospital San Borja-Arriaran y del Servicio
Maxilofacial del Hospital S6tero del Rio.

Ademas, para una proporcion de los casos se dispuso de muestras de ambos
progenitores conformando una muestra de 121 trios-casos progenitores que sera
incluida en el andlisis. El grupo control consistié de 291 individuos chilenos, el que se
obtuvo de dadores de sangre del Hospital San José sin historia familiar de fisuras
orofaciales. Entre ellos un 45% fueron mujeres (proporcion no diferente de la descrita

para los casos, p=0,201) y de edades que van entre los 18 y 60 afios.

Todos los individuos participantes o su representante legal han leido y firmado un
documento de consentimiento informado y el uso de las muestras para este estudio
fue autorizado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Chile (se adjunta acta de aprobacion en Anexo).
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Procesamiento y analisis.

Para obtener el ADN genomico se utilizaron leucocitos de sangre periférica,
empleando el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987).

La variante c.677C>T del gen MTHFR fue genotipificada con ensayos de
discriminacion alélica usando sondas Tagman (Applied Biosystems, C_1202883 20)
en una plataforma de PCR en tiempo real (StepOne, Applied Biosystems). Las
frecuencias alélicas para estos marcadores fueron estimadas utilizando tanto los
genotipos parentales como de los casos y controles. La presencia del equilibrio de
Hardy-Weinberg se evalu6 en la muestra de controles y de progenitores a través de
la prueba de chi-cuadrado usando el paquete estadistico STATA 8.0. Para comparar
las frecuencias alélicas entre casos y controles se calcul6 la estadistica de Odds

ratio (OR) con un intervalo de confianza de 95%.

Para evaluar el patron diferencial de la transmision de los alelos de progenitores a
progenie afectada en la muestra de trios-casos progenitores se empled el test de
desequilibrio de transmisién (TDT), implementado en el paquete STATA 8.0.

Como antes se menciona, la muestra de casos y controles y de trios-caso
progenitores comparten parcialmente la poblacién de casos, por lo que no se pueden
considerar independientes, generando una correlacion entre ellas (Martin y Kaplan,
2000). Por ello fue necesario realizar un andlisis adicional que implica el calculo de
un OR combinado para ambas muestras, ademas de una prueba de homogeneidad
de los resultados de ambos estudios. Ambos andlisis se llevaron a cabo usando las

férmulas descritas por Kazeem y Farrall (2005).
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RESULTADOS

En la primera parte de la investigacion, para los casos y controles las frecuencias
alélicas y genotipicas para la muestra total se describen en la Tabla 1. El alelo de
riesgo T se observé en una mayor frecuencia en los casos en comparacion a los
controles, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (OR: 1,28 IC: 95%, 0,97-
1,70, p=0,067). Para los genotipos tampoco se obtuvieron resultados significativos.
El genotipo TT fue mayormente encontrado en los individuos afectados con un OR
de 1,72 (IC 95%: 0,99-2,96, p=0,052).

Tabla 1. Asociacion entre alelos y genotipos para el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR y
FL/PNS en la poblacién chilena total estudiada en los casos y controles.

Muestra Total Frecuencia en Frecuencia en OR (IC 95%) p value
Casos Controles
(n=165) (n=291)
Alelos
C 167 (0,506) 331 (0,568)
T 163 (0,494) 251 (0,432) 1,28 (0,97-1,70) 0,067
Genotipos
CcC 44 (0,267) 90 (0,309)
CT 79 (0,479) 151 (0,519) 1,07 (0,68-1,68) 0,769
TT 42 (0,254) 50 (0,172) 1,72 (0,99-2,96) 0,052

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza.

Al separar por género la muestra de casos y controles no se obtuvieron resultados
significativos (Tablas 2 y 3). En las mujeres se observé una frecuencia levemente
mayor del alelo T con un OR de 1,37 (IC 95%: 0,88-2,14, p=0,159) y el genotipo TT
con OR: 2,04 (IC 95%: 0,84-4,92, p=0,113) (Tabla 2). En los hombres se observo
para el alelo T un OR 1,22 (IC 95%: 0,87-1,72, p=0,241) y el genotipo TT OR de 1,53
(IC 95%: 0,76-3,08, p=0,228) (Tabla 3).
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Tabla 2. Asociacién entre alelos y genotipos para el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR y
FL/PNS en las mujeres de la poblacién chilena estudiada en los casos y controles.

Mujeres Frecuencia en Frecuencia en OR (IC 95%) p value
Casos Controles
(n=58) (n=120)
Alelos
C 59 (0,509) 141 (0,587)
T 57 (0,491) 99 (0,413) 1,37 (0,88-2,14) 0,159
Genotipos
CcC 17 (0,293) 39 (0,325)
CT 25 (0,431) 63 (0,525) 0,91 (0,44-1,89) 0,802
1T 16 (0,276) 18 (0,150) 2,04 (0,84-4,92) 0,113

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza.

Tabla 3. Asociacion entre alelos y genotipos para el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR y
FL/PNS en los hombres de la poblacion chilena estudiada en los casos y controles.

Hombres Frecuencia en Frecuencia en OR (IC 95%) p value
Casos Controles
(n=107) (n=171)
Alelos
C 108 (0,505) 190 (0,444)
T 106 (0,495) 152 (0,556) 1,22 (0,87-1,72) 0,241
Genotipos
CcC 27 (0,252) 51 (0,298)
CT 54 (0,505) 88 (0,515) 1,15 (0,65-2,06) 0,616
TT 26 (0,243) 32 (0,187) 1,53 (0,76- 3,08) 0,228

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza.
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En la segunda etapa, de trios-caso progenitores (Tabla 4), los genotipos parentales
fueron distribuidos en concordancia al equilibrio de Hardy-Weinberg. El Andlisis TDT
muestra que el alelo T se transmitié significativamente en mayor medida desde los
padres heterocigotos (78 transmitidos/46 no transmitidos) con un OR de 1,69 (IC
95%, 1,18-2,44, p=0,0041).

Tabla 4. Evaluacion del patrén diferencial con que se transmiten los alelos de progenitores a
progenie afectada en la muestra de trios-casos progenitores con el test de desequilibrio de
transmisién (TDT).

DT OR (95% IC) p value

Transmitidos / No Transmitidos 1,69 (1,18-2,44) 0,0041
78146

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza.

Como las muestras de los casos y controles y trios caso-progenitores no son
independientes al compartir parcialmente la poblaciéon de casos, se calculé un OR
combinado cuyo resultado fue significativo (OR: 1,41, IC 95%:1,14-1,75; p=0,0015)
(Tabla 5). Finalmente, la prueba de homogeneidad para los resultados de ambos

estudios no fue significativa p=0,2314.

Tabla 5. Analisis combinado de los casos y controles, y trios-caso progenitores para asociar
el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR y FL/PNS en la poblacion chilena.

Etapa de estudio OR (95% IC) p value
Casos y Controles 1,28 (0,97-1,70) 0,067

Trios-Casos Progenitores 1,69 (1,18- 2,44) 0,0041

Estudio Combinado 1,41 (1,14-1,75) 0,0015

p value para el test de homogeneidad para OR: 0,2314.
OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza.
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DISCUSION

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la asociacion entre el
polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR y el riesgo de FL/PNS en una poblacion
chilena usando dos disefios complementarios de estudio en dos etapas, la primera
de casos y controles, y la segunda utilizando la muestra de trios-casos

progenitores.

En la primera etapa, al analizar la poblacién total de la investigacion (Tabla 1), se
observo que el alelo de riesgo T se encontraba en mayor frecuencia en los casos
en comparacion a los controles, sin embargo, los resultados no fueron
significativos por un leve margen (p=0,067). Situacion similar se observo al realizar

el andlisis a nivel de genotipos para la combinatoria TT (p=0,052).

En relacion al género de los individuos, es ampliamente aceptado que FL/PNS es
mas frecuente en hombres, llegando a ser en una proporcion 2:1 en poblaciones
blancas (Mossey, 2009). Sin embargo, esto no se pudo establecer debido a que al
separar la muestra por género no hubo asociacion significativa a nivel de alelos ni

genotipos (Tablas 2y 3).

Si contrastamos estos resultados con otros estudios, en meta-analisis multiétnicos
de Luo y cols (2012) y Pan y cols (2013), se obtuvieron resultados similares a nivel
de genotipos (TT) con OR de 1,22 (IC 95%, 0,97-1,55) y de 1,21 (IC 95%, 0,97-
1,53) respectivamente. Por otro lado, Zhao y cols (2014) obtuvieron asociaciones
significativas para el alelo T y genotipo TT con un riesgo aumentado de FL/PNS en
poblaciones asiaticas. Dos trabajos del Estudio Colaborativo Latino Americano de
Malformaciones Congénitas (ECLAMC) han analizado poblacion sudamericana en
conjunto con un bajo numero de sujetos chilenos en sus estudios no encontrando
asociacion entre el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR y FL/PNS (Vieira, 2005,
2008).
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Como ya se menciond, el disefio de estudio de casos y controles presenta la
desventaja de poder generar resultados tanto falsos positivos como negativos
(resultados espurios) ya sea por la composicién genética de la poblacién o por
estratificacién por etnicidad (Santos y cols, 2002). En Chile por las caracteristicas
ya mencionadas de nuestra poblacidbn contemporanea se puede generar este
fenédmeno, por lo que las diferencias observadas entre los resultados obtenidos en
esta investigacion y otros estudios consultados podrian ser un claro ejemplo de la
heterogeneidad genética en las distintas poblaciones en la expresion de FL/PNS y

la presencia del polimorfismo.

En la segunda etapa para confirmar los resultados obtenidos con los casos y
controles se utiliz6 el disefio de trios-casos progenitores. Este disefio no es
afectado por la estratificacion poblacional debido a que con los alelos no
transmitidos de los progenitores a la progenie se conforma un grupo control
(“pseudo-control”) pareado perfectamente con los casos por origen étnico (Santos
y cols, 2012).

El andlisis TDT mostré que el alelo T constituye un factor de riesgo de FL/PNS en
la poblacién chilena (p=0,0041) (Tabla 4). La mayoria de los estudios de trios
reportan que en la descendencia el polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR no es
factor de riesgo para FL/PNS, a excepcion de 2 reportes (Zhu y cols, 2010; de
Aguiar y cols, 2015), lo que puede nuevamente reflejar el fendmeno de
heterogeneidad genética. En nuestro conocimiento, no existen revisiones

sistematicas evaluando esas variables con dicho diserio.

Como los resultados obtenidos en ambas etapas no son independientes entre si y
comparten parcialmente la poblacion se casos, se decidié realizar un analisis

combinado (Martin y Kaplan, 2000).
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El andlisis combinado presenté un OR: 1,41 (p=0,0015) lo que muestra un riesgo
aumentado de FL/PNS en la descendencia que presenta el alelo T. Este resultado
obtenido por las férmulas de Kazeem y Farrall (2005) al integrar ambos estudios,
nos da un p value aproximadamente 3 veces mas significativo comparado al
obtenido en el estudio de trios y esta respaldado por el resultado no significativo
del test de homogeneidad (p=0,2314) (Tabla 5), que establece que lo obtenido en
ambos estudios por separado (casos-control y trios) es comparable.

Desde enero del afio 2000, en Chile se establecié la fortificacion obligatoria de la
harina de trigo con acido folico que tuvo como consecuencia una disminucién
aproximadamente de un 50% de las patologias relacionadas a los defectos del
tubo neural, sin lograr cambios en la prevalencia de FL/PNS (Nazer y Cifuentes,
2014). Por lo anterior, la edad de los individuos participantes no interferiria con los
resultados de la presente investigacion al considerar que existen individuos que
nacieron antes de esta medida. Por lo tanto, la disponibilidad de &acido félico en
Chile no seria el principal responsable de FL/PNS y su causa estaria relacionada

al metabolismo de este, lo que esta en concordancia con los resultados obtenidos.

El mismo grupo de investigacion desde donde surge el presente estudio, en un
reporte previo, evalud si existia asociacion entre ¢.677C>T de MTHFR y un
incremento del riesgo de presentar espina bifida, en una muestra de Chilenos
nacidos en el periodo post fortificacion de la harina de trigo con &cido félico (Pardo
y cols, 2014). Dicho estudio no encontré asociacion entre estas variables, lo que
difiere con lo encontrado en este estudio para FL/PNS. Por ello se puede inferir
que los defectos del tubo neural post fortificacion probablemente no tengan
relacion con el metabolismo del folato, pero las fisuras orofaciales si lo tengan (al

menos en relacion al rol que la MTHFR podria jugar).

Finalmente, no se debe olvidar que FL/PNS es una patologia de etiologia

multifactorial, en la que intervienen factores ambientales y hereditarios, y entre los
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involucrados con el acido félico se conocen mas de 50 genes con polimorfismos
de riesgo que podrian contribuir a que se presente esta patologia, por lo que el
polimorfismo ¢.677C>T de MTHFR es solo uno de muchos factores que podrian

contribuir a que se exprese esta patologia.
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CONCLUSIONES

-En la muestra de casos y controles, no se obtuvieron resultados significativos

probablemente debido al fenébmeno de estratificacion poblacional.

-En la muestra de trios-caso progenitores, con el andlisis TDT, podemos concluir que
el alelo T al estar presente en los progenitores, es factor de riesgo de FL/PNS al

transmitirse en mayor proporcion a la descendencia.

-Mediante la determinacion del OR combinado, y a pesar de que se detectaron
resultados espurios de asociacion en el estudio de casos y control, se puede
concluir que la presencia del alelo T de ¢.677C>T de MTHFR es un factor de

riesgo en la aparicion de FL/PNS en Chile.
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANGS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

FECHA: 12 da enero de 2016.

PROYECTO: “METABOLISMO DEL FOLATO Y METILACION 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 gue el estudio propussto esta bien
justificade vy que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos,
psiquices o sociales mayores o minimos,

Este comité también analizd y aprobd el comespondients documento de
Conszentimiento Informads en su versidn modificada de fecha 12 de enero de
2018,

En virtud de las consideracionas anteriores el Comité otorga la aprobacion ética
para la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificacionas del
protocola.
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Titulo del Protocolo: METABOLISMO DEL FOLATO ¥ METILACION DEL DNA:
SU POSIBLE ROL EN LA ETIOLOGIA DE LA FISURA
LABIOPALATING NO SINDROMICA EM CHILE

PATROCINANTE: Concursa  FIQUCH-Enlace, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile

Hombre del Investigador principal:  Dr. José Suazo Sanhueza

RUT.: 13.033.606-K

Instituchkin: Institute  de  Inwestigacin  en Ciencias  Odomoelégica,

Facukad de Cdontolegia, Universidad de Chila = Sargio

Livingstone 943 = Independencia, Santiago,
Teléfonos: 29TE1TSE

MHombre del Participante:

Este documents de Consentimienta Infarmado se aplicard &8 casos de fisura labiopalatina no
sindrémica, sus padres o tutores, y consta de dos partes:

* Informacian (proporciona informacsan sobre el estudio para usted).

» Formulanio de Consentimients (para firmar si esta de acuerdo en participar).

d. recibird una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es José Suaze Sanhueza y soy académice de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Estoy realizando una investigacion cuyo objetivo es conocer las causas
gendticas de este problema de nacimiento conocido como fisura labiopalatina (o labio kepaoring), en
otras palabras. averiguar cual es el ongen hereditario de esta enfermedad.

Le proporcionard infarmacian v o invitaré a2 ser pare da este proyvecto. Mo tiene gue decidir hoy si
io hard o no, Antes de fomar su decision puede hablar acerca de la investigackin con cualguier
persona de su confianza. Este procese s& concoe como Conssntimients Informado y pueds que
contenga términas que usted no comprenda, por lo gue signtase con la absoluta libertad para
praguntar sobre cualguisr aspects que e ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una wvez aclarada lodas sus congultas vy después que haya comprendido bos objetivas de la
Investigacidn y 5 usted desea participar, se e solicitard que firme este formulario.

Phgina 1 de 4
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Justificacién de la Investigacibn ]

En Chile nacen muchos nifios y nifies con labio leporing o fisura |abiopalatina, El problema as gue
aun no sabemos otalmente porque aparece. Lo que sabemos es qua muchas weces se abserva en
farmitias, par lo que ko creemos gue @2 una malformacién hereditaria. Por eso este estudio buscara
ura de kos factores hereditanos o genes que puaedan participar 2n este problama de nacimeanto.

Objetivo de la Investigacidn

Esla investigacion tiene por objelive conocer las causas genéicas de esle problema de nacimienic
conocido como fisura labiopalatina (o labio lepering), en otras palabras, averiguar cusdl es el ongen
haredifario de esta enfermedad. Especificamente buscaremas, por una parte factores genélicos (o
genas) que participan en el aprovechamients de un nutriente conacido como acido folico, gue es
muy mpartanie pars que se forme comectamente el labio superior v el paladar. Ademas, queremas
confirmar si los pacientes con fisura lablopalating tienen un porcentaje menor de una moedificacicn
de su material gendético (o ADM) =i lo comparamos con personas no afectadas. Para elo
necesiamos una muestra de su ADN. Este estudio incluird a un grupo de al menas 100 familias
con hipps personas afectadas. Dado que siempre en asta fipo de estudios necesitamas un grupo o
pRrSONas sanas como punio de comparacion, ez gue ko estamos invitando a participar, gue an aste
cas0 seran entre 10 y 15 personas,

Beneficio de la Investigacion.

Usted no s& beneficiard por paricipar en esta investigacitn madica. Sin embargo, B informacian
que s& oblendrs sard de utilidad para conocer més acerca de la fisura labiopalatna. Esto podria,
eventuglmente an el fuluro, beneficiar a muchas familias con esta condicion.

Tipo de Intervencion y Procedimisnto.

Si Ud. acepta participar en este estudio se kes realizara una encuesta para recopilar informaciin
bésica de contacto {nombre, domicibo, leléfons de contacta) v scbre su familia (como si hay casos
de este problama o similiares) y se las solicitara, sl por una vaz, una pequeta meestra de sangre
gue s& tomara desde el brazo. El total de la muestra que se ke exfraerd serd de aproximadamenie
10 ml {lo gue equivale a algo asi como wna cuchara sopera). De esta muestra se extraerd el
materal genético gue serd analizado en nuestro laboratorico,

Las ruestras oblenidas v la informacidn de su material genélico serdn usadas onica y
exclusivamenie para el proposito de esta investigacidn v no se haran olros estudics gendticos. Las
muesiras serdn almacenadas por un méximo de 15 afies, en el Laboratono de Blologia Celular y
Molecular, Institute de Investigacidn en Ciencias Odontologicas, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile, bajo la responsabilidad del Dr, José Suazo.

5i an al future son usadas para propositos diferentes a los de esta investigacidn méadica, se le
contactard para solicitar que nos autarice a usarla firmando wn Nueva consentimienio,

Riesgo de la Investigacion.

La foma de una musstra de sangre tiena riesgos minimos para su salud, tales como dolor en el
gitin de puncicn, hematomas (moretones) v rara vez infeccidn an el stio de puncién, Para ewitar
este tipo de maolestia la persona que exfraera la muestra tiene experencia an &l procedimianto. Par
&llo ks riesgos para usted son minimos.

Criterios para seleccion de los participantes en ¢l estudio

Los criterios de inclusicon seran: ser chileno, mayor de 18 afos, sin fisura labicpalatina (fisura de
labio con o sin fisura de paladar),

Los emerios de exclugidn serdn: chilenos o extranjeras con histona familiar de labio leporing u ofras
malformacionas congénitas impodantes.,

Tagina 2 de 4
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Confidencialidad y difusion de datos.
La informacdn oblenida de a Investigaciin, respecto de la identificacion de participantes (datos
personales v los resultados de los estludios gendticos), serd mantenida con astricta
confidencialidad por &l investigador. El nombre v datos personales de usted o su hijo seran
codificades para @l uso en este esludico v no seran dentificados poblicaments. Los resultados

emanados de este estudio podran ser publicados en revistas centificas, pero su nombre no sera
conocido,

Aclaraciones

La paricipacion es completamente waluntaria,

Mo habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceplar la
intersanciin yio participaciin.

5l usted decide puede retirarse cuando 10 deses,

Mo tendra que efectuar gasto algunc como consscuencia del estudio,

Mo recibird pago por su participacion.

Listed podra solicitar informacion actualizada sobre el estudic, al investigadar responsabla,

La informacién abtenida de la Investigacién, respacto de la identificacion de pacientes, sérd
mantenida con estricta confidencialidad por [os imeastigadoras.

Si considera que no existen dudas ni preguntas acarca de su paricipacion, pusde si ko
deasa, firmar la Carte de Consantimianto Informado ansxa al documanto.

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidents del "Comité de Etica de
Investigacson en Seres Humanog®, Dr. Manuel Oyarzin G, Teléfono: 2-.97B.9538, Emaik
comiteceish@med.uchile.c, cuya oficina se encusntra ubicada a un costado de la Biblioteca
Cantral de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av, Independencia 1027, Comuna de
Irdepandencia.
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Carta de Consentimlente Informado (Mayores de 18 afios)

12 ENE 20%

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

1. He leido v comprendide la informacidén antersarmeante entregada v gue mis preguntas han
sido respondidas de manera satisfactoria,

He sido infoemada(a) y comprendo la necesidad v fines de ser atendido,
Tengo conocimianio dal procedimiento a realizar,

Conozoo los beaneficios de participar en la Investigacion

El procedimianto na fiene Aesgo algune para mi salud.,

Ademas de asta informacion que he recibido, seré informado{a) en cada momeanto y al
requerimiente de la evolucidn de mi proceso, de manera verbal wo escrita si fuera

necesana y al criteric dal investigadar.

T. Autorizo a usar mi caso para investigacion v para ser usado como malerial audiovizual en
clases, protegiendo mi identidad

B, En cazo de cualquier duda puede comunicarse con el Dr. José Suazo Sanhueza a kog
nomeros 29781768 o GBETE342 o dirgirse a el Presidente del “Comité de Elca de
Investigacion en Seres Humanos®, Dr. Manuel Oyarzan G., Teléfono: 2-978.9536, Email;
comiteceishi@med.uchila.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la
Biblipteca Ceniral de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Aw. Indepandencia
1027, Comuna de Indepandancia,

Doy mi consentimiento al investigador v al resto de colaboradores, & realizar & procedimiento
diagndstico pertinenbe.

U

Mambre del Pacienia, Padre Tubar:
Firma:
Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al  Sria) _ la nmatursleza de la
investigaciin, le he explicado acerca de los riesgos v benaficios que implica su participacion. He
contestado & las pregunias vy he preguntado si tiene alguna duda, Aceplo que conozoo A
normatva vigente para realizar la investigacidn con seres humancs y me apego a ella,

Hambna ded Inveatigador Principal;

Frma:

Fecha:

Mombre del Direchor del establecimiento donde realiza |a imestigacion o de su represenae
Firma:

Fecha:
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UNIVERSIDAD DE CHILE

Administracian Conjunta Camipus

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Noris
FDO W35

Santiago. 18 de Noviembre de 2015,

CERTIFICADG®O

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizade e Proyecto de
Investigacion FIOUCH ENLACE - DIFOQ 2015, titulade “Metabolismo del Folato y
Metilacion del DNA: Su Posible rol en la Eticlogia de la Fisura Labiopalatina No
Sindramica en Chile”. El Investigador Responsable de este proyecto es el Dr. Jose
Suazo Sangueza, Académico del Instituto de Investigacion en Ciencias Odoniologicas.

Los ensayos propuestos a realizar con los sujetos se realizaran en el
Laboratoric de Biologia Celular v Molecular de la Facultad de Odontologia, cuyo
investigador y personal técnico gque colsborard se encuentran debidamente

enfrenados en estas areas.

El CIB certifica que la Facultad de Odontologia cuenta con las facilidades para el
mangjo y desecho del material biclagico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual
de Bioseguridad, Conicyt 2008 Ademas, el investigador se compromete a velar por el

cumplimients de las nomas de biosegundad, durante el desamollo del proyeacto.

Se extiende el presente cerificado a solicitud del Dr. Suazo para ser
presentado a la Direccion de Investigacion de la Facultad de Odonfologia de la
Universidad de Chile_

Dir. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.

Secretario Fresidenta

Faouisd ge Doontologia. Sergio vingstons P 543, iIndependends, Fono 257E1753-25781532, Faw 257E1748, Santisgn.
) i mitpc/fodonbologia uchike ol
Facuftad de Ciendas Quimias y Fammaceuticss. Sergio Lvingstone P. 1007, independenca, Fono 297B1TS2 Fa: 25721748,
Sapkisgm. http: /s quirmica. uchile.of



