UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS
ODONTOLOGIA ~ ODONTOLOGICAS

LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE UNA VARIANTE POLIMORFICA DEL GEN
MTR Y EL RIESGO DE FISURA LABIOPALATINA NO SINDROMICA EN CHILE

Romina Thais de Lourdes Barria Acosta

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TiTULO DE

CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL

Prof. José Suazo Sanhueza

Adscrito a Proyecto FONDECYT 1170805
Santiago - Chile
2021






UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS
ODONTOLOGIA ~ ODONTOLOGICAS

LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE UNA VARIANTE POLIMORFICA DEL GEN
MTR Y EL RIESGO DE FISURA LABIOPALATINA NO SINDROMICA EN CHILE

Romina Thais de Lourdes Barria Acosta

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TiTULO DE

CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL

Prof. José Suazo Sanhueza

Adscrito a Proyecto FONDECYT 1170805
Santiago - Chile
2021



AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer a todas las personas que me apoyaron en mi paso por la

universidad.

Agradezco al profesor José Suazo Sanhueza, por darme la confianza de participar
en este estudio (adscrito a Proyecto FONDECYT 1170805) y aceptar ser mi tutor de
tesis, por guiarme en este largo proceso con mucha paciencia, comprension y

dedicacion.

También quiero agradecer a todos los docentes que fueron parte de mi formacion
académica y clinica, por entregarme las herramientas y darme la oportunidad de

desarrollar las habilidades que me abriran camino en mi vida laboral.

Sin duda todo este largo camino por la universidad fue mucho mas ameno gracias
al apoyo de mi familia y amigas. En especial me gustaria agradecer a mi mama,
papda, hermana, pololo e hijo por ser mi pilar en los momentos de adversidad, por

darme apoyo incondicional y por contenerme emocionalmente.

Finalmente quiero agradecerme por siempre ser perseverante y nunca rendirme, a

pesar de todos los obstaculos.



INDICE

1. INTRODUCCION ....oooviitiecteiceseteteee ettt ea s eses st es st s st n st se s saeseanaeese e, 1
1.1. Fisura labio palatina.............ccooiieiiiiiiiiiis e e 1
1.2. ASpectos emMbBIOIOQICOS .......ooouuiiiiiiiiiie et 1
RS T =Y oo [T 4 g1 o] (oo |- SRR 2
1.4. Repercusion en salud pablica............cccooiiiiiiiiiiiiic e 2
1.5. FactOres etiolOQICOS .....cccuueiiiiiiiiiiiiieie et 3
1.6. Folato y su metaboliSMO .......ccooeeiiiiiiiie e 4
1.7. Metionina SiNtasa (MTR) ......ciiiiiiiiiiiiiiiis e e e e e e e e e e e e e eeannes 5

2. HIPOTESIS ..ottt ettt ettt b et b s 7

3. OBUIETIVOS ...ttt ettt et e e et e b e e e an e e e e bae e e nae e e nnbeeeeneeas 7
3.1. ODJEtIVO gENEIAL ......coeeeeiiii e 7
3.2. ObjetiVOS ESPECITICOS .....eiiiiiieiiiiiiiiiiiie e 7

4. METODOLOGIA ..ottt ettt 7
S 1= (o 1SS 7
4.2. Extraccion de ADN Gendmico y obtencion de los genotipos de los
[oT0] T aT0] 11 1 [0 1= USSR 8
4.3. ANAlISIS EStAUISHICO ....ceevviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 9

5. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e et e s e e e e e e e e e aaaa e e e eeaeeennns 10

B. DISCUSION ..ottt s et 15

7. CONCLUSIONES ... .ottt ettt e et e e e tee e e nnbe e e anneeeennes 18

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 19

S A NN (@ S SRS 24
Anexo 1. Acta de aprobacion de protocolo de investigacion por el Comité Etico
Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile................. 24
Anexo 2. Aprobacién del Comité Institucional de Bioseguridad ......................... 26

Anexo 3. Consentimiento INFOrMATO .....o.oiniiiee e, 27



RESUMEN

Introduccion: La fisura labiopalatina no sindrémica (FL/PNS), es una de las
malformaciones congénitas mas frecuentes en la especie humana, se produce por
una alteracion en la fusion de los tejidos que daran origen al labio superior y/o al
paladar, durante el desarrollo embrionario. Requiere de una serie de tratamientos e
intervenciones de diferentes disciplinas, o que conlleva una rehabilitacion larga y
costosa. Su etiologia es multifactorial, intervienen los factores de riesgo genéticos y
las variables ambientales, un buen ejemplo de esta interaccion entre las variables
genéticas y ambientales en la etiologia de la FL/PNS es el metabolismo del folato/
acido folico. Existen alrededor de 50 genes que codifican productos involucrados en
este metabolismo, donde varios de ellos tienen polimorfismos (SNP) de riesgo para
FL/PNS, entre ellos el SNP rs1805087 del gen MTR estudiado en otras poblaciones.
El propdsito de este estudio fue analizar la asociacidon entre el SNP rs1805087 del
gen MTR y el riesgo de presentar fisura labiopalatina no sindrémica en la poblacién

Chilena, tanto en la muestra total como separada por sexo.

Material y métodos: Se utilizé una muestra conformada por 260 casos de FL/PNS
y 346 controles. La asociacion entre este polimorfismo y el fenotipo se analizé
mediante el calculo del odds ratio (OR) con intervalo de confianza de 95%, tanto para
alelos, genotipos, modelo recesivo, dominante y sobredominante en la muestra total y

separada por sexo.

Resultados: Tanto para la muestra total como para la muestra separada por sexo,
no se encontraron asociaciones significativas en ningdn modelo entre el SNP
rs1805087 y la FL/PNS en Chile.

Conclusiones: En este estudio caso control, tanto para la muestra total como para
la muestra separada por sexo, N0 se encontraron asociaciones significativas en
ningun modelo entre el SNP rs1805087 y la FL/PNS en Chile. Esto podria explicarse
probablemente por el bajo poder estadistico de este analisis y/o por el efecto de la

heterogeneidad genética.



1. INTRODUCCION

1.1. FISURA LABIO PALATINA

La Fisura de Labio con o sin Fisura Palatina o Fisura Labiopalatina (FL/P), es una
de las malformaciones congénitas mas frecuentes en la especie humana (Palone y
Vargas, 2016), se produce por una alteraciéon en la fusion de los tejidos que daran
origen al labio superior y/o al paladar, durante el desarrollo embrionario (MINSAL,
2009).

Clinicamente, cuando la FL/P aparece con otras malformaciones (generalmente dos
0 mas) en patrones reconocibles, se clasifica como FL/P sindromica. Si aparece
como un defecto aislado o si no se pueden identificar sindromes, se utiliza el término
FL/P no sindromico o FL/PNS (Singh y Singh, 2012).

1.2. ASPECTOS EMBRIOLOGICOS

En humanos aproximadamente a las cuatro semanas de vida intrauterina comienza
el desarrollo de la cara, que esta formada por el proceso frontal rodeado por los
primeros y segundos arcos branquiales. Posteriormente, el proceso frontal da origen
a los procesos frontonasales mediales y laterales, mientras que el primer arco
branquial origina los procesos maxilares y mandibulares (Chiego, 2014). Los
procesos nasomediales crecen mas que los laterales, fusionandose a los procesos
maxilares para formar el labio superior y el paladar primario (Mossey, Little, Munger
y cols., 2009). Finalmente, en la parte interna de la boca primitiva, las laminas
palatinas del proceso maxilar se elevan y se fusionan en la linea media con el
septum nasal para formar el paladar éseo secundario. De ocasionarse fallas en la
fusibn de alguna de estas estructuras embrionarias se generan fisuras

labiopalatinas (Rincon, Suazo y Blanco, 2012).



1.3. EPIDEMIOLOGIA

La FL/P es una de las malformaciones congénitas mas frecuentes en la especie
humana con una prevalencia mundial estimada de 1 por 700 recién nacidos vivos
(RNV) (Palone y Vargas, 2016).

Alrededor del 70% de los FL/P son no sindromicas mostrando una etiologia

compleja (Caceres, Salamanca, Krause, 2020).

Generalmente las poblaciones latinoamericanas y asiaticas tienen las tasas de
prevalencia de nacimientos mas altas reportadas, usualmente duplican el promedio.
Las poblaciones de origen europeo tienen tasas intermedias de aproximadamente
1 en 1.000 RNV, mientras que las poblaciones de origen africano tienen las tasas
mas bajas de aproximadamente 1 de cada 2.500 RNV (Mossey, Little, Munger y
cols., 2009).

En Chile, segun el Estudio Colaborativo Latino Americano de Malformaciones
Congénitas (ECLAMC), en los hospitales participantes de éste, la incidencia
promedio entre el 2001 y 2010 fue de 1,4 casos de FL/P por 1000 RN vivos. No se
encontré una diferencia significativa con las incidencias encontradas entre los afios
1982-1994 (Nazer y Cifuentes, 2014).

Segun un estudio realizado en el Hospital Clinico San Borja Arriaran el afio 2015,
se describe una mayor prevalencia de las FL/P en pacientes del sexo masculino
(56,8%) en comparacion al sexo femenino (43,2%) (Cordero, Correa, Pantoja,
2015).

1.4. REPERCUSION EN SALUD PUBLICA

Desde el nacimiento, una persona con una FL/P tiene consecuencias a diversos
niveles como el estético, auditivo, cognitivo, psicolégico, lenguaje, del habla, social,
es por esto que se requiere de una serie de tratamientos e intervenciones de

diferentes disciplinas (enfermeria, cirujanos plasticos e infantiles, maxilofaciales,
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otorrinolaringélogos, fonoaudidlogos, genetistas, psicologos, odontopediatras,
ortodoncistas, ginecélogos ecografistas, kinesidlogos, etc.) lo que conlleva una
rehabilitacion larga y costosa (MINSAL, 2015). El costo anual de esta rehabilitacion
para el Estado de Chile es de mas de 93 millones de pesos (Superintendencia de
Salud, 2016).

Segun un estudio realizado en Estados Unidos, los autores examinaron varias
categorias de atencion médica para el uso y los gastos de los servicios, incluidos
los gastos médicos, hospitalarios, ambulatorios, domiciliarios, de salud mental, de
bienestar infantil, dentales y de atencion médica total. Encontraron que los gastos
totales de Medicaid (programa de seguro de salud federal y estatal para personas
de bajos ingresos), para los bebés con FL/P durante el primer afio de vida fueron
mas altos que los de los bebés no afectados en aproximadamente US$11 millones.
En este estudio, los gastos totales acumulados de Medicaid durante los primeros
cinco afos de vida para los nifios con FL/P fueron significativamente mas altos que
los de los nifios no afectados en aproximadamente US$22 millones (Wehby, Cassel,
2010).

1.5. FACTORES ETIOLOGICOS

Si bien los estudios de gemelos y los estudios de agrupacién familiar han
proporcionado evidencia convincente de un componente genético de FL/PNS
(Mitchell, 2002), pocos pedigries muestran claramente herencia mendeliana y la
mayoria de los casos aparecen esporadicos (Jugessur y cols, 2009). Ademas, se
sabe que la FL/P esta influenciada por factores de riesgo ambientales, tales como
la exposicion materna al humo del tabaco, consumo de alcohol durante el embarazo,
estrés fisiolégico materno, consumo de medicamentos como corticosteroides,
agentes anticonvulsivantes o antagonistas del folato durante el periodo
periconcepcional y nutricion materna (Sabbagh y cols., 2015; Xu y cols., 2018);
consecuentemente, un modelo de herencia multifactorial es favorecido en el que

factores de riesgo genéticos de pequefio impacto individual pueden interactuar con
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covariables ambientales (Saleem y cols., 2019). Estos factores combinados
complican el andlisis genético de las FL/PNS. En la actualidad, una combinacién de
estudios epidemioldgicos, de genes candidatos y de todo el genoma, mas el analisis
de modelos animales, ha proporcionado recientemente conocimientos mas
profundos sobre las causas de la FL/PNS (Dixon, Marazita, Beaty y cols., 2011). Un
buen ejemplo de esta interaccion entre las variables genéticas y ambientales en la
etiologia de la FL/PNS es el metabolismo del folato/ acido folico (FA) (Bhaskar,
Murthy y Babu, 2011).

1.6. FOLATOY SU METABOLISMO

El folato (acido folico para su forma sintética) es una vitamina esencial debido a que
los mamiferos carecen de actividad biolégica para sintetizarlo, por lo cual es
necesario obtenerlo a partir de la dieta. A las mujeres gestantes se les recomienda
una dosis suplemental de esta vitamina para prevenir los defectos del tubo neural y

otras malformaciones congénitas en el neonato (Herrera, Mufioz y Parra, 2016).

Existen alrededor de 50 genes que codifican productos involucrados en el transporte
de folato, el metabolismo, el ciclo de metilacion, la transferencia de ADN y proteinas
del grupo metilo, y la sintesis de nucleétidos, donde varios de ellos tienen

polimorfismos de riesgo para FL/PNS (Ramirez, Blanco, Colombo y cols., 2016).

En la via de remetilacion del metabolismo del folato (Figura 1), el 5-
metiltetrahidrofolato (5-MeTHF) puede donar un grupo metilo para la metilacion de
la homocisteina (Hcy) en metionina, reaccion catalizada por la enzima metionina
sintasa (MTR) que usa metilcobalamina como cofactor, derivado de la vitamina B12
(Li, Gulati, Baker y cols., 1996). Luego la enzima metionina adenosiltransferasa
(MAT) a partir de metionina cataliza la formacion de S-adenosilmetionina (SAM), el
cual es considerado donante fundamental de grupos metilo a diversos sustratos
tales como acidos nucleicos, proteinas y lipidos (Salpea, Russanova, Hirai y cols.,
2012). La metilacion del ADN es uno de los mecanismos epigenéticos mas conocido

en la regulacion de la expresion génica y es esencial para la embriogénesis y el



desarrollo fetal (Van, Bouwland-Both, Stolk y cols., 2014). Un estudio reciente en
Chile evidencia asociacion no lineal entre la metilacion del ADN y el riesgo de FL/P
no sindromica en ADN extraido de la mucosa oral de sujetos chilenos (Caceres,

Salamanca, Krause, 2020).

Acido Félico

DHF Via de Re-metilacion
Serina 4
N DHFR‘// P Metionina —_ [MAT
A\ ¥ P .
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Cisteina

Figura 1: Descripcién general del metabolismo del acido félico humano (adaptado de
Mandaviya, Stolk y Heil, 2014).

1.7. METIONINA SINTASA (MTR)

El gen MTR, que codifica la enzima del mismo nombre, se ha localizado en el
cromosoma 1. Se ha informado que polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) del
gen MTR actuan como factor de riesgo para defectos del tubo neural (Bhaskar,
Murthy y Babu, 2011). Todo SNP presenta un alelo mayor y un alelo menor, de
acuerdo con la frecuencia alélica en cierta poblacion. El alelo mayor es aquel mas
frecuente en un SNP de una poblacion determinada, por lo que el alelo menor es el
menos frecuente. Por otro lado, se define como alelo de riesgo aquel alelo que se
asocia de manera estadisticamente significativa con el riesgo de tener una

enfermedad en estudio. Generalmente, el alelo menor suele ser considerado como
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el alelo de riesgo, debido a que la mayoria de las personas no porta este alelo; sin
embargo, pueden existir excepciones donde el alelo mayor sea el de riesgo (Iniesta,
Guino y Moreno, 2005). Se identificé que el polimorfismo rs1805087 (A>G) del gen
MTR es un factor de riesgo significativo de espina bifida y sindrome de Down.
Existen muy pocos estudios sobre este polimorfismo y FL/PNS (Bhaskar, Murthy y
Babu, 2011). Sin embargo, en algunas poblaciones se evidencié asociacion
significativa entre el SNP rs1805087 y el efecto protector para FL/PNS, por ejemplo,
en China (Wang y cols., 2016) y en Turquia (Asxlar y cols, 2014). Se ha descrito
evidencia que el polimorfismo rs1805087 del gen MTR genera una variante de
sentido erréneo, es decir, es un tipo de mutacién puntual no sinénima en la cual se
produce un cambio en un dnico nucleétido, provocando la aparicion de un codon
que codifica para un aminoacido diferente, que parece aumentar la actividad
enzimatica, teniendo niveles circulantes de Hcy més bajos y niveles mas altos de
folato que los portadores del alelo mayor. Ademas, tienen un aumento en la
metilacion global del ADN (Salamanca, Gonzéalez-Hormazéabal, Recabarren y cols.,
2020).

En Chile se han estudiado recientemente 3 polimorfismos del gen MTR:
rs10925239, rs10925254 y rs3768142 como marcadores protectores para FL/PNS,
ya sea como variantes individuales o conformando un haplotipo. Sin embargo, los
polimorfismos incluidos en este estudio estaban ubicados en intrones (Salamanca,
Gonzalez-Hormazabal, Recabarren y cols., 2020), por lo que cobra relevancia
realizar estudios en la poblacién chilena con una variante funcional de este gen (se
encuentra en la secuencia codificante) como lo es el polimorfismo rs1805087,
previamente asociado al riesgo de FL/PNS en otras poblaciones.



2. HIPOTESIS

El polimorfismo rs1805087 del gen MTR se asocia con el riesgo de presentar fisura

labiopalatina no sindromica en Chile.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la asociacion entre el polimorfismo rs1805087 del gen MTR y el riesgo de

presentar fisura labiopalatina no sindromica en Chile.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar la asociacion entre el polimorfismo rs1805087 del gen MTR vy el riesgo

de presentar fisura labiopalatina no sindromica en la poblacién Chilena.

2) Analizar la asociacién entre el polimorfismo rs1805087 del gen MTR y el riesgo
de presentar fisura labiopalatina no sindromica en la poblacion Chilena,

considerando el sexo de los sujetos.

4. METODOLOGIA
4.1. Sujetos

La muestra estd conformada por 260 casos. Estos individuos fueron reclutados
durante los afios 2017 y 2018, entre pacientes con FL/PNS en diferentes hospitales
de la region metropolitana: San Borja Arriaran, Roberto del Rio, Exequiel Gonzalez
Cortés y la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Entre los casos, el
40% son del sexo femenino y un 31% tiene historia familiar previa de fisuras
orofaciales. A todos los participantes de esta investigacion (o a su representante
legal en el caso de los menores de edad) se les informé sobre este estudio, los que

aceptaron participar voluntariamente y firmaron un consentimiento informado
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aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (Anexos 1, 2 y 3). Para el grupo de casos, los criterios de
inclusion para esta investigacion fueron: pacientes chilenos de estos hospitales que
tuvieran FL/P (fisura de labio con o sin fisura de paladar) uni o bilaterales, y que no
estuviesen asociadas a un sindrome u otra malformacion, en base al diagnostico de
un meédico genetista. Los criterios de exclusion usados fueron pacientes cuyas
madres hayan estado expuestas durante su embarazo o practicado alguno de los
factores conocidos causantes de fisuras orofaciales (consumo de warfarina,
fenitoina y alcohol), y que el paciente sea extranjero o tenga padres y/o abuelos
extranjeros. Respecto al grupo control (N= 346, 43% del sexo femenino), estos
fueron reclutados entre los donantes de los Bancos de Sangre del Hospital San José
y Hospital San Juan de Dios, y los pacientes de la Clinica Odontoldgica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile durante los afios 2017 y 2019.
Se incluyeron a sujetos chilenos, de progenitores chilenos sin fisuras orofaciales.
Se excluyeron a sujetos con antecedentes familiares de fisuras orofaciales hasta
tercer grado de parentesco. A todos los participantes se les tomé una muestra de
hisopado bucal, las que se enviaron al Biobanco de Tejidos de la Universidad de
Chile (BTUCH), en donde se extrajo el ADN genémico y se almacenaron a -20°C.

4.2. Extraccion de ADN Gendmico y obtencion de los genotipos de los
polimorfismos

Desde las muestras de hisopado oral, se extrajo el ADN genémico usando el
protocolo comercial (QIAamp DNA Blood Mini Kit; QIAGEN). Su concentracion fue
determinada con un método fluorimétrico comercial y su integridad fue evaluada
mediante una electroforesis en geles de agarosa al 0,8%. Las muestras de ADN
genomico fueron enviadas a ERAMUS MC University Rotterdam en Holanda donde
se genotipificaron usando un array de Illumina (Infinium iSelect 24x1 HTS
BeadChip), que contiene mas de 600.000 polimorfismos de base Unica (single
nuclotide polymorphisms, SNPs). Desde estos datos se extrajeron los genotipos de
la variante seleccionada del gen MTR (rs1805087), tanto en los casos como en los

controles.



4.3. Anélisis Estadistico

Las frecuencia alélicas y genotipicas para este polimorfismo se estimaron utilizando
proporciones simples en casos y controles. La distribucion de las frecuencias
genotipicas en la muestra control de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg se
evalué mediante una prueba de chi-cuadrado exacto, implementada en el paquete
STATA v15. La asociacion entre este polimorfismo y el fenotipo se analiz6 mediante
el calculo del odds ratio (OR) con intervalo de confianza de 95%, tanto para alelos,
genotipos, modelo recesivo, dominante, sobredominante en la muestra total y
separada por sexo. El poder estadistico asociado a este estudio de asociacion se
estimé usando el programa QUANTO en base a la frecuencia alélica observada en los

controles y el OR en base a la prueba alélica.
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5. RESULTADOS

En este trabajo de tesis, se propuso analizar la asociacion entre el polimorfismo
funcional rs1805087 y la FL/PNS en la poblacion chilena, incluyendo el efecto del
sexo de los sujetos en dicha asociacion. En la Tabla 1 se observan las frecuencias
alélicas en casos y controles de rs1805087 del gen MTR. La distribucion genotipica
en la muestra de controles no se desvio significativamente de los esperado para el
equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,859). En esta Tabla también se observa el
andlisis de asociacion alélica entre rs1805087 y la FL/PNS en la poblacion chilena.
Usando como referencia el alelo A, este andlisis no detectd una asociacion

significativa (p = 0,646).

Tabla 1: Frecuencias alélicas en casos y controles y analisis de asociacion
alélica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacién Chilena”

Frecuencia Frecuencia
Alelos Casos Controles OR (IC 95%) p-value
A 0,803 0,814
G 0,197 0,186 1,07 (0,79 — 1,44) 0,646

# p-value Hardy-Weinberg en controles: 0,859

Enla Tabla 2 se observan las frecuencias genotipicas en casos y controles y analisis
de asociacion genotipica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacion
chilena. Usando como referencia el genotipo AA, esta Tabla evidencia que no hay
asociacion significativa para ninguno de los genotipos (genotipo AG p = 0,800;
genotipo GG p = 0,630).

Tabla 2: Frecuencias genotipicas en casos y controles y analisis de asociacién

genotipica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacion Chilena.

Frecuencia Frecuencia
Genotipos Casos Controles OR (IC 95%) p-value
AA 0,644 0,659
AG 0,317 0,309 1,04 (0,74 — 1,48) 0,800
GG 0,039 0,032 1,24 (0,52 — 2,99) 0,630
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Al analizar otros modelos de asociacion (Tabla 3), se observa que en base a los
modelos dominante, recesivo y sobredominante, no existe asociacion significativa
entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacién chilena. Como se aprecia
en esta tabla, los valores de p fueron de 0,717: 0,650 y 0,847, para los modelos

dominante, recesivo y sobredominante, respectivamente.

Tabla 3: Asociacion en base a modelos dominante, recesivo y sobredominante
entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacién Chilena.

Modelo OR (IC 95%) p-value
Dominante (AA vs AG+GG) 1,06 (0,75 - 1,52) 0,717
Recesivo (AA+AG vs GG) 1,22 (0,46 — 3,23) 0,650
Sobredominante (AA+GG vs AG) 1,03 (0,72 —1,48) 0,847

Como anteriormente se describe, el sexo de los sujetos es una variable que ha sido
descrita como un factor que modifica las asociaciones genotipo-FL/PNS. Es por ello
gue todos los analisis antes descritos fueron también realizados separados por
sexo. Es asi como en la Tabla 4 se observa las frecuencias alélicas en casos y
controles mujeres y el andlisis de asociacién alélica entre rs1805087 del gen MTR
y la FL/PNS en la poblacién chilena, donde se puede apreciar que no se detectd

una asociacion significativa (p = 0,564).

Tabla 4: Frecuencias alélicas en casos y controles mujeres y andlisis de

asociacioén alélica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacion

Chilena.
Frecuencia Frecuencia
Alelos Casos Controles OR (IC 95%) p-value
A 0,808 0,787
G 0,192 0,213 0,88 (0,55 -1,39) 0,564

En la Tabla 5 se observan las frecuencias genotipicas en casos y controles mujeres

y analisis de asociacion genotipica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la
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poblacion chilena. En esta Tabla se evidencia que no hay asociacion significativa
para ninguno de los genotipos (genotipo AG p = 0,196; Genotipo GG p = 0,478).

Tabla 5: Frecuencias genotipicas en casos y controles mujeres y analisis de
asociacion genotipica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la

poblacion Chilena.

Frecuencia Frecuencia
Genotipos Casos Controles OR (IC 95%) p-value
AA 0,664 0,6
AG 0,288 0,373 0,7(0,41-1,2) 0,196
GG 0,048 0,027 1,63 (0,42 - 6,3) 0,478

Para la asociacion en base a los modelos genéticos dominante, recesivo y
sobredominante (Tabla 6) en la muestra de mujeres entre rs1805087 del gen MTR
y la FL/PNS, no se registré asociacion significativa en ninguno de ellos (dominante

p = 0,304; recesivo p = 0,364; sobredominante p = 0,160).

Tabla 6: Asociacion en base amodelos dominante, recesivo y sobredominante
en la muestra de mujeres entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la

poblaciéon Chilena.

Modelo OR (IC 95%) p-value
Dominante (AA vs AG+GG) 0,76 (0,44 — 1,32) 0,304
Recesivo (AA+AG vs GG) 1,84 (0,39 —9,51) 0,364
Sobredominante (AA+GG vs AG) 0,68 (0,38 —1,2) 0,160

En el caso de la muestra de varones, en la Tabla 7 se observan las frecuencias
alélicas en casos y controles. En esta Tabla también se aprecia el resultado del
analisis de asociacion alélica entre rs1805087 y la FL/PNS en la poblacion chilena,

en donde no se detecto una asociacion significativa (p = 0,243).
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Tabla 7: Frecuencias alélicas en casos y controles varones y analisis de
asociacion alélica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la poblacién

Chilena.
Frecuencia Frecuencia
Alelos Casos Controles OR (IC 95%) p-value
A 0,8 0,834
G 0,2 0,166 1,26 (0,84 — 1,88) 0,243

Respecto al analisis genotipico en la muestra de varones, en la Tabla 8 se
observa las frecuencias genotipicas en casos y controles y el respectivo analisis
de asociaciéon. No se evidencia asociacion entre rs1805087 y la FL/PNS (genotipo
AG p =0,127; genotipo GG p = 0,992).

Tabla 8: Frecuencias genotipicas en casos y controles varones y analisis de
asociacién genotipica entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la

poblaciéon Chilena.

Frecuencia Frecuencia i
Genotipos Casos Controles OR (IC 95%) b
value
AA 0,632 0,704
AG 0,336 0,26 1,44 (0,9 -2,29) | 0,127
GG 0,032 0,036 1,01 (0,31 - 3,26) | 0,992

Finalmente, en la tabla 9 se observa la asociacion en base a los modelos genéticos
dominante, recesivo y sobredominante en la muestra de varones entre rs1805087
del gen MTR vy el fenotipo en la poblacion chilena. En este analisis se detecto que
no existe asociacion significativa, con valores de p = 0,155; 0,860 y 0,124 para los

modelos dominante, recesivo y sobredominante, respectivamente.
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Tabla 9: Asociacion en base a modelos dominante, recesivo y sobredominante
en la muestra de varones entre rs1805087 del gen MTR y la FL/PNS en la

poblacion Chilena.

Modelo OR (IC 95%) p-value
Dominante (AA vs AG+GG) 1,38 (0,86 — 2,22) 0,155
Recesivo (AA+AG vs GG) 0,9 (0,22 - 3,37) 0,860
Sobredominante (AA+GG vs AG) 1,44 (0,88 — 2,34) 0,124
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6. DISCUSION

El proposito de este estudio era evaluar la presencia de asociacion entre un
polimorfismo funcional del gen MTR y la FLPN/S en Chile. Recientemente, un
estudio realizado en Chile reporto tres SNPs intronicos del gen MTR: rs10925239,
rs10925254 y rs3768142 como marcadores protectores contra FL/PNS en la
poblacién chilena (Salamanca, Gonzalez-Hormazabal, Recabarren y cols., 2020).
Sin embargo, estos marcadores se encuentran en regiones no codificantes del gen,
por lo que el fundamento biol6gico para esta asociacion no es claro. Por ello
consideramos necesario analizar mediante este estudio una variante funcional
previamente descrita y asociada como factor protector a FL/PNS en otras
poblaciones como el SNP rs1805087 (Mostowska y cols., 2006; Chorna y cols.,
2011; Wang y cols., 2016) en la poblacion chilena. La importancia de este SNP en
el metabolismo del folato radica en que genera una variaciébn en la proteina
(Asp919Gly). Este cambio de secuencia incrementaria la actividad de la enzima,
dado que los portadores del alelo G presentan bajos niveles circulantes de
homocisteina y altos de folatos en comparacién a los portadores del alelo A (Wang
y cols., 2016). Ademas, los sujetos de genotipo GG presentan un mayor porcentaje

de metilacion del ADN que los sujetos AA (Goode y cols., 2004).

Como primer objetivo de este estudio, planteamos un analisis de asociacion entre
el SNP rs1805087 del gen MTR y el riesgo de FL/PNS en una muestra de casos y
controles de la poblacién Chilena. Ademas, el segundo objetivo consideraba la
variable sexo de los sujetos en esta asociacion. Como ya se describio, estos analisis
no reportaron asociacion significativa entre las variables en ninguno de los modelos

asi como tampoco separando a los sujetos por sexo.

Estos resultados pueden deberse a diversos factores. Entre ellos, se puede
mencionar el efecto de la heterogeneidad genética. Este concepto implica que una
variante asociada a un fenotipo complejo en una poblacidén, no necesariamente se
asociara al mismo rasgo en otra poblacion, en especial si tiene origenes genéticos

diferentes (McClellan y King, 2010). En este sentido, un reciente estudio muestra
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gue la poblacién contemporanea chilena tiene un 44,7% de alelos de origen
amerindio, 52,3% europeo y 3% africano (Bazoret y cols., 2021). En otras
poblaciones se evidencid asociacion significativa entre el SNP rs1805087 y el efecto
protector para FL/PNS, como por ejemplo, en China con una muestra de 147 casos
y de 129 controles (Wang y cols., 2016) y en Turquia con 200 casos y 250 controles
(Asxlary cols, 2014). Sin embargo, existen reportes en que no se detect6 asociacion
como en el caso de una muestra de Brasil con 114 casos y 110 controles (Brandalize
y cols., 2007) e India con una muestra de 284 casos y 282 controles (Murthy y cols,
2015).

Otra posible explicacion para nuestros resultados es el tamafio muestral de este
estudio. Si bien este parece adecuado, utilizando el programa QUANTO se calculé
el poder estadistico el cual dio un 11% en modelo aditivo, 9,5% en modelo
dominante y 12% en modelo recesivo. Teniendo en cuenta que el minimo aceptado
es de 80%, sélo hay un 11% de probabilidad de encontrar un efecto (asociacién
entre SNP rs1805087 y FL/PNS) en la muestra.

Por otra parte, existe también la posibilidad que el gen MTR no tenga relacién con
FL/PNS o que por si solo no tenga relacién, sino que en interaccién con otros genes.
En este sentido, un meta-analisis considerando ocho estudios con poblaciones de
diferente origen étnico, no detecté asociacion entre el rs1805087 y FL/PNS bajo
ningin modelo. Sin embargo, cabe recordar un estudio previo en la poblacién
chilena que arroj6 asociacién significativa para otros SNPs intrénicos del gen MTR

(Salamanca, Gonzalez-Hormazabal, Recabarren y cols., 2020).

El presente estudio cuenta con ciertas fortalezas y debilidades que se deben
considerar. Su principal fortaleza es la novedad en la poblacién chilena, ya que
segun nuestro conocimiento es el primero en Chile analizando una asociacion entre
el SNP rs1805087 y FL/PNS. Ademas, se realiz0 un estudio considerando tanto
varios modelos genéticos como el sexo de los sujetos. Es importante considerar
diferentes modelos genéticos en un estudio de asociacién con un marcador bialélico

dado que puede que el riesgo se incremente en los portadores de al menos una
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copia (modelo dominante) o de dos copias (modelo recesivo) del alelo de riesgo
(Salanti y cols., 2009).

Las debilidades que podemos detectar son la falta de otros marcadores del gen para
hacer estudios de haplotipo. Estos estudios presentan un mayor poder para detectar
asociaciones genotipo-fenotipo en comparacion a los estudios de solo un locus.
Esto por su capacidad de capturar el efecto de un segmento gendmico mas amplio
dentro de un gen (Liu y cols., 2008). Ademas, no se puede evaluar la interaccion
con otros genes en esta misma red metabdlica. Como antes se menciona, existen
muchos otros genes involucrados en el metabolismo del folato, por este motivo
analizar la asociacion de solo un gen, en este caso MTR, puede no ser suficiente.
Por otro lado, como ya se comento, el tamafio muestral de este estudio es pequefio,

resultando un poder estadistico bajo.
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7. CONCLUSIONES

Se puede concluir, que en este estudio caso control, tanto para la muestra total
como para la muestra separada por sexo, no se encontraron asociaciones
significativas en ningn modelo genético entre el SNP rs1805087 y la FL/PNS en
Chile. Esto podria explicarse probablemente por el bajo poder estadistico de este

analisis y/o por el efecto de la heterogeneidad genética.
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Anexo 1. Acta de aprobacion de protocolo de investigacion por el Comité Etico

Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile

- Ed-30 de mayo de 2017

‘ °
"
FACULTAD DE | COMITE ETICO
ODONTOLOGIA | CIENTIFICO
ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME N*:2017/07

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

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

Dr. Eduardo Femandez Dr. Marco Comejo Dr. Mauricio Baeza
Presidente CEC Vicepresidente CEC Membro Permanente CEC
Sr. Roberto La Rosa Dr. Alfredo Molina Sra. Rebeca Galarce
Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC Membro Permanente CEC
Dr. Juan Estay Dra. Viviana Toro Dr. Ignacio Araya
Membro Permanente CEC Miembro Alterno CEC Miembro Alemo CEC

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

3. Investigador responsable: Dr. José Suazo
4. Institucién Patrocinante: Facultad de Odontologla — Universidad de Chile
5. Documentacion Revisada:
» Proyecto
» Consentimiento Informado (CI)
» Curriculo del investigador responsable y coinvestigadores
» Nomina de los coinvestigadores y colaboradores directos de la
investigacion.



Ed-30 de mayo de 2017
6. Fundamentacion de la aprobacion

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacion
a los siguientes aspectos metodoldgicos y éticos:

» Espedficar el criterio de inclusion para el grupo control.
» Realizar correcciones ortogréficas y gramaticales en el Consentimiento Informado

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio titulado "NONSYNDROMIC
OROFACIAL CLEFTS IN CHILE: THE ROLE OF PARENTAL BIOMARKERS OF
FOLATE/ONE-CARBON METABOLISM"

clc.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.
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Anexo 2. Aprobacion del Comité Institucional de Bioseguridad

{?‘ UNIVERSIDAD DE CHILE

Comité Institucional de Bioseguridad
Administraciéon Conjunta Campus Norte
FDO N°99

Santiago, 09 de Marzo de 2017.

CERTIFICADO

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

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

El CIB certifica que la Facultad de Odontologia cuenta con las fadlidades para el
manejo y desecho del material biologico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual
de Bioseguridad, Conicyt 2008. Ademas, el investigador se compromete a velar por el
cumplimiento de las normas de bioseguridad, durante el desarrolio del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solictud del Dr. Suazo para ser
presentado en el Concurso Fondecyt Regular 2017 (Conicyt).

A .\l\\'\ 4’1-.\7 AdA
Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta

Facuitad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, iIndependencia, Fono 29781792-29781832, Fax: 29781748, Santiago
http: /fodormtobgia uchie ¢l
Facultad de Clencias Quimcas yFarmacduticas. Sergio Uvingstone P. 1007, Independenda, Fono 29781793 Fax: 29781748,
Santiago. Mtp // www.quimica uchite d/



Anexo 3. Consentimiento informado

Versidn 2 160032017

fit,

PACLLIAD .
ODONTOLOGIA
UNIVERNDAD DF CHiLe

Titulo del Protocolo: NONSYNDROMIC OROFACIAL CLEFTS IN CHILE: THE
ROLE OF PARENTAL BIOMARKERS OF FOLATE/ONE-
CARBON METABOLISM

PATROCINANTE: Concurso FONDECYT Regular 2017

Nombre del Investigador principal: Dr. José Suazo Sanhueza

RU.T.: 13.033.606-K

Institucion: Instituto de Investigacion en Ciencias Odontolégica,

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

Teléfono: 220781758

Nombre del Participante:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicard tanto a casos afecta
orofaciales (labio leporino y/o paladar fisurado), sus progenitores o tutores, y consta de

¢ Informacién (proporciona informacion sobre el estudio para usted).
* Fomuario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).
e Fommuario de Asentimiento (menores entre 14 y 18 afos).

Ud. recibird una copia completa del Documento de Consentimiento Inform ado.

Mi nombre es José Suazo Sanhueza y soy profesor de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Estoy realizando una investigaciéon cuyo objetivo es conocer las causas
genéticas y ambientales de este problema de nacimiento conocikdo como fisuras orofaciales,
también conocidas como labio leporino y paladar fisurado. En otras palabras, intentamos averiguar
cudl es @ origen hereditario de esta enfermedad y si hay alguna causa, por ejemplo, de origen
nutricional.

Le proporcionaré informacién y ko invitaré a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir hoy si
o hard o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cuakquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que
contenga téminos que usted no comprenda, por o que siéntase con la absoluta libertad para
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Justificacion de la Investigacion

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

Objetivo de la Investigacion

Esta investigacion tiene por objetivo conocer las causas genéticas y ambientales de este problema
de nacimiento conocido como fisuras orofaciales. En otras palabras, averiguar cudl es el origen
tanto hereditario como nutricional de esta enfermedad. Especificamente buscaremos si existen
cambios en factores genéticos (o genes) que participan en la formacion de la cara cuando se esta
desarrollando el feto durante el embarazo. Ademas queremos averiguar si la falta de un nutriente
(Ramado folato) tiene relacién con este defecto. Para ello necesitamos una muestra de

genético o ADN y de su plasma (parte liquida de la sangre), ademas de una e sta
alimentos que ha consumido en los Gltimos meses. Este estudio incluird a un g
250 personas con este problema y sus madres y padres. Dado que usted o s
eslas caracleristicas es que lo estamos invitando a participar.

Beneficio de la Investigacion.
Usted no se beneficiard por participar en esta investigacién médica. Sin embargo, la informa
que se obtendra serd de utilidad para conocer mas acerca de este problema de nacimiento. Esto
podria, eventuaimente 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 similares) y se les solicitard, sélo por una vez, una pequefia muesta de 5 ml de
sangre (lo que equivales a una cuchara de té). Ademas a los padres se le hara una encuesta sobre
los alimentos y sus porciones que ha consumido en los Gltimos 6 meses. En e caso de los nifios
pequefios, se tomara de 2 ml saliva (lo que equivale a menos de una cuchara de té) o de la parte
interior de su mejilla (que se toma con una especie de cotonito de algodén). En el caso de su hija o
hijo recién nacido, se tomard una muestra de sangre de 5 ml del cordéon umbilical. Todos estos
procedimientos sélo tomaran algunos minutos.

Desde la sangre y saliva se extraera el material genético que seréd analizado en nuestro laboratorio.
La muestra de sangre de los recén nacidos y de los padres también se usard para medir
componentes llamados folatos.

Sus datos y la muestra de su material genético y sangre seran usadas Unica y exclusivamente para
el propdsito de esta investigacidon 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 Odontolégicas, Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile, bajo la responsabilidad del Dr. José Suazo. Si en el futuro son usadas para ptopéslos
diferentes a los de esta investigacion médica, se le contactara para solicitar que-nos

usaria firmando un nuevo consentimiento.

Riesgo de la Investigacion.
La toma de una muestra de sangre de la vena tiene riesgos minimos para
dolor en el sitio de puncién, hematomas (moretones) y rara vez infeccién e

procedimiento, Por ello los riesgos para usted son minimos. En el caso de la to na dé-m
sangre de cordén del recién nacido, este es un procedimiento de rutina en cada parto que no
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implica riesgo alguno para el nifio(a) ni para la madre. En el caso de la muestra de saliva o de la
mejilla no genera ning(n problema para su salud, no produce dolor ni posibilidad de infeccion. Por
ello los riesgos para usted son minimos.

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusidn seran: ser chileno y presentar el diagnéstico de fisuras orofaciales no
acompafadas de otras anomallas incluyendo sus padres y madres biolégicas.
Los criterios de exclusion serdn: chilenos o extranjeros con otras anomd
craneofacial que no correspondan a esta malformaciones o que estén asodadﬁg"

Confidencialidad y difusién de datos.
La informacién obtenida de la Investigacion, respecto de la identificaciéon
personales y los resultados de los estudios genéticos y sanguineos), sera ma
confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de usted o sU”"hi
codificados para el uso en este estudio y no seran identificados pablicamente. Los resullados
emanados de este estudio podrdn ser publicados en revistas cientificas, pero su nombre no serd
conocido.
Aclaraciones

* La participacion es completamente voluntaria.

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

* Toda informacién que se extraiga de su ficha clinica serd extraida por el profesional quien
ha realzado su tratamiento desde que usted o su hija/hjo ingresé a este centro y no por
otra persona.

o Siusted decide puede retirarse del estudio cuando lo desee.

* No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio,

* No recibird pago por su participacion.
* Usted podra solicitar informacién actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.

* Lainformacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacidon 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, fimar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.

Otros Derechos del participante
En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del Comité Etico
Cientifico, Dr. Eduardo Fernandez G., Teléfono: 22978174 ;
cec.fouch@odontologia.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada en el lercer, pisd
Administrativo de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile en calI\ erg
943, Comuna de Independencia.
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Carta de Consentimiento Informado (Mayores de 18 afos)

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

que:
1. He leido y comprendido la informacién anteriormente entregada y que mis preguntas han
siklo respondidas de manera satisfactoria.

Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
Conozco los beneficios de participar en la Investigacion
El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

Ademas de esta informacién 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 investigacion y para ser usado como material audiovisual en
clases, protegiendo mi identidad

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

S0 rLON

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagnéstico pertinente.
Nombre del Paciente, Padre Tutor:

Firma:
Fecha:

Seccion 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 participacién. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
normativa vigente para realizar la investigacién con seres humanos y me apego a ella,

Nombre dd Investigada Princpal:
Firma:
Fecha:

Nombre del Director del establecimiento donde realiza IOIIMM o de su mepresentante
Firma:
Fecha:
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Asentimiento (mayores de 14 aiios y menores de 18 afos)

Somos investigadores de la Universidad de Chile y queremos invitarte a participar de un estudio
que quiere saber porque se produce el problema de nacimiento que tu y otros nifios y nifias
presentan y que tiene que ver con la formacién de la cara. Para ello te preguntaremos algunos
datos a ti 0 a tu mamad o a tu papa y te pediremos que nos des un poco de tu sangre o de saliva en
un tubo o un pequefio raspado de la parte de adentro de tu mejilla. Esto para estudiar el material
genético de tus células (conocido como ADN) y saber si hay algin cambio que pueda estar
produciendo tu condicion.

Sacar la sangre puede producir un poco de dolor, pero la muestra de saliva no produce dolor ni
molestas. Estos procedimientos son rapidos y tu famika no tendra que pagar nada. Si decides
participar, tu ayuda nos hard tener informacién para ayudar en el futuro a otras personas con tu
condicion.

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

Si no tienes preguntas que hacer o todas han sido respondidas claramente, puedes llenar los datos
mas abajo y poner tu fira,

Muchas gracias.

Nombre del Paciente:
Firma:
Fecha:

Seccion 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 participacién. 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 dd Investigadar Princpal:
Firma:
Fecha:

Nombre del Direcior del establecimiento donde realiza la investigacidn o de su mpresentanie
Firma:
Fecha:
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