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RESUMEN

Introduccion: Las fisuras labio palatinas no sindromicas (FL/PNS) son una de las
malformaciones congénitas mas comunes en Chile y el mundo. Se producen por
una alteracion en la fusion de tejidos que dan origen al labio superior y paladar
durante el desarrollo embrionario. Su etiologia es multifactorial, en donde
intervienen factores ambientales y genéticos, dentro de los cuales destacan la
deficiencia de folato / acido folico y su metabolismo. La suplementacion de &acido
folico en el periodo periconcepcional y la fortificacion de la harina de trigo con esta
vitamina no ha disminuido la tasa de incidencia de FL/PNS en Chile, lo cual puede
explicarse por variantes genéticas involucradas en el metabolismo del folato que se
han asociado con el riesgo de FL/PNS.

El propdsito de este estudio fue determinar la existencia de interaccion gen-gen
entre los polimorfismos de los genes MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133) y
SHMT1 (rs1979277) y el riesgo de FL/PNS en una poblacion chilena.
Metodologia: Se utilizé una muestra conformada por 260 casos de FL/PNS y 346
controles. Mediante un modelo de escala aditiva se determiné la interaccion entre
pares de variantes y el método multifactor dimensionality reduction (MDR) para la
interaccidon simultanea de las tres variantes. Ambos analisis se realizaron con y sin
ajuste por sexo.

Resultados: En el andlisis por pares, la interaccion entre los polimorfismos MTR-
SHMT1 disminuye significativamente el riesgo de presentar FL/PNS (p = 0,022). Al
analizar la interaccion entre las tres variantes simultaneamente MTR, MTHFR y
SHMT1 con sus respectivos genotipos, la combinatoria GG-CT-GG aumentd
significativamente el riesgo de FL/PNS tanto en la muestra no ajustada por sexo (p
= 0,021) como en mujeres (p = 0,015). En varones, la combinatoria AA-CC-GA
resulté protectora (p = 0,034), mientras que los genotipos AG-CT-GG (p = 0,042) y
AG-TT-GG (p = 0,021) aumentaron el riesgo de FL/PNS.

Conclusiones: Las variantes de MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133) y SHMT1
(rs1979277) involucradas en el metabolismo del folato / acido fdlico interactuan
entre si modificando el riesgo de FL/PNS, pudiendo ser influenciadas por el sexo de

los individuos.



1. INTRODUCCION

Las fisuras labio palatinas no sindrémicas (FL/PNS) son una de las malformaciones
congénitas mas comunes en humanos alrededor del mundo, se producen por una
alteracion en la fusion de tejidos que dan origen al labio superior y paladar durante
el desarrollo embrionario. Clinicamente se componen de dos entidades separadas:
fisura labial con o sin fisura de paladar (FL/P) y fisura palatina aislada (FP) y se
caracterizan por no asociarse con otra malformacion o anomalia estructural. Este
altimo punto hace la distincidn entre fisuras labio palatinas (FL/Ps) sindromicas y no

sindromicas (Carinci y cols., 2007).

Las fisuras labio palatinas repercuten en la calidad de vida de quienes las presentan,
debido a que provocan efectos sobre el habla, la audicion, la apariencia y la
cognicién (Mossey y cols., 2009). Ademas, tienen un impacto negativo, incluso
después de la rehabilitacion, en dimensiones psicosociales tales como el bienestar
emocional, funcional y social (Queiroz Herkrath y cols., 2015). Estas implican
también un alto costo econdmico multidimensional, que genera una importante
carga en salud publica en términos de costos médicos inmediatos y a largo plazo,
asi como un impacto social concomitante en los pacientes y sus familias (Berk y
Marazita, 2002).

1.1. Clasificacion de fisuras labio palatinas

Dentro de las fisuras labio palatinas existen las formas sindrémicas y no
sindromicas. Los casos sindromicos se componen de una amplia gama, que
incluyen mas de 300 sindromes que tienen a las fisuras labio palatinas como parte
de su presentacion clinica (Dixon y cols., 2011). Por otra parte, las formas no
sindromicas tienen una mayor prevalencia, la cual corresponde a aproximadamente
el 70% de todos los casos de FL/Ps (Marazita y cols., 2002).

Dependiendo del momento embrioldgico en el que se produce el defecto de fusién
y de las estructuras anatomicas involucradas se han descrito distintas

clasificaciones (Teissier y cols., 2016):



a) Clasificacién anatomoclinica:

« Fisuras labiales puras (completas o incompletas / con puente cutaneo / uni o
bilaterales);

e Fisura labio alveolar (completa o incompleta / uni o bilateral);

o Fisura labio alveolo palatina (uni o bilateral);

o Fisura velopalatina;

o Fisura de velo (evidente o submucosa).

b) Clasificacion internacional por grupos, basada en principios embriol6gicos
(Millard, 1967; Millard & Pigott, 1969):

o Fisura anterior: fisura de labio, labio alveolar o labio alveolo palatino
(embriol6gicamente involucra soélo paladar primario);

« Fisura anteroposterior: labio, alveolo y paladar (embriolégicamente involucra
paladar primario y secundario);

o Fisura posterior: paladar duro y/o velo (embriolégicamente involucra solo

paladar secundario).

c) Clasificacion segun la «Y» de Kernahan (Kernahan & Stark, 1958; Elsahy,
1973; Kernahan, 1971):
Es la mas usada actualmente, pero debe complementarse a las anteriores.
Las ramas derecha e izquierda de la «Y» se dividen en tres secciones que
representan el labio, el alvéolo y el paladar duro retroalveolar hasta el agujero
incisivo. El paladar posterior se divide a continuacién en paladar duro y
paladar blando. Dependiendo de la malformacion, se sombrean los sectores

afectados.
1.2. Embriogénesis de labio superior y paladar

Se considera que la formacion facial en humanos se origina con la migracion de las
células de la cresta neural hacia la region facial faringea, entre los 25 y 28 dias de
gestacion (Montenegro y Rojas, 2005). El desarrollo de la cara comienza alrededor
de la cuarta semana de vida intrauterina, con la participacion del proceso frontonasal
y sus elementos derivados: los procesos nasal medial y lateral y los procesos

maxilares y mandibulares derivados del primer arco faringeo (Chiego, 2014).
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El labio superior y paladar primario se desarrollan durante la sexta semana de vida
del embrién. Durante esa semana se forma el proceso nasal medial, denominado
philtrum, formando la linea media del labio superior. La zona distal del proceso nasal
medial se encuentra intimamente unida al proceso maxilar, constituyendo la region
lateral del labio superior (Mossey y cols., 2009; Chiego, 2014). Una falta de contacto
o fusion de los procesos maxilares y nasal medial provoca una fisura labial,

unilateral o bilateral (Chiego, 2014).

Hacia la séptima semana el paladar se compone de una zona medial anterior,
denominado paladar primario, que constituye el suelo de las fositas nasales y dos
procesos palatinos laterales que inicialmente crecen verticalmente hacia los lados
de la lengua en desarrollo. Hacia finales de la octava semana, los procesos
palatinos se disponen horizontales sobre la lengua, formando asi el paladar
secundario. Producto de su unién en sentido ventro-dorsal en la linea media y
también con el paladar primario y el tabique nasal, se completa la fusion alrededor
de la décima semana de embriogénesis, es en esta etapa donde se podria generar

una fisura de paladar (Chiego, 2014).
1.3. Epidemiologia: Prevalencia mundial y en Chile

Las fisuras labio palatinas a nivel mundial se presentan en promedio en 1/1000
recién nacidos vivos (RNV) (Mossey y cols., 2009), una frecuencia similar a la del
sindrome de Down, defectos del tubo neural, polidactilia y otras anomalias

congénitas llamadas "comunes" (Mossey y cols., 2003).

En general, las poblaciones de Latinoamérica y Asia tienen las tasas de prevalencia
de fisuras labio palatinas mas altas reportadas de aproximadamente 1/500 RNV, las
poblaciones de origen europeo tienen tasas intermedias de 1/1000 RNV, mientras
gue las poblaciones de origen africano tienen tasas de 1/2500 RNV (Mossey y cols.,
2009). En Chile, segun el Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones
Congénitas (ECLAMC), las FL/Ps corresponden a la segunda malformacion mas
comun del pais, con wuna incidencia de aproximadamente 1/650 RNV.
Especificamente su incidencia entre el 2001y 2010 para la FP fue de 0,7/1000 RNV
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y para la FLP de 1,4/1000 RNV, tasas que no han tenido cambios significativos en

las dltimas cuatro décadas (Nazer y Cifuentes, 2014).

Existen diferencias de prevalencia de acuerdo con el sexo; la FL/P es mas frecuente
en varones en una proporcion de 2:1, mientras que la FP es mas frecuente en
mujeres en la misma proporcién (Mossey y cols., 2009). También existen diferencias
de acuerdo con la lateralidad; aproximadamente el 80% de las FL/PNS son
unilaterales y se localizan con mayor frecuencia en el lado izquierdo, en una relacion
2:1. Por otra parte, las fisuras bilaterales son mas frecuentes en varones (Hagberg
y cols., 1998).

1.4. FL/PNSYy su relacion con salud publica

A nivel mundial las FL/Ps constituyen un problema de salud publica, debido a su
alta prevalencia, rehabilitacion compleja, altos costos médicos y carga emocional
para los pacientes y sus familias (Millacura y cols., 2017). Las consecuencias
derivadas de las FL/Ps afectan a la persona en distintos niveles, razén por la cual
es fundamental el manejo multidisciplinario, que incluya enfermeria, cirujanos
plasticos e infantiles, maxilofaciales, otorrinolaringdlogos, fonoaudiélogos,
genetistas, psicélogos, odontopediatras, ortodoncistas, ginecélogos ecografistas,
kinesidlogos, entre otros (Mossey y cols., 2009). En Chile, se garantiza el acceso a
una confirmacion diagnéstica y tratamiento, incluyendo rehabilitacion oral hasta los
15 afios de edad. Posteriormente no existe cobertura en tratamientos meédicos,
debiendo asumir el paciente y/o su familia los costos asociados (Ministerio de Salud,
2015).

1.5. Etiologia de FL/PNS

La causa principal en el desarrollo de FL/PNS no se ha aclarado por completo. Una
compleja interaccion entre factores de riesgo genéticos y ambientales durante el
crecimiento embriolégico de la estructura craneofacial produce el desarrollo de una

fisura (Saleem vy cols., 2019).



1.5.1. Factores de riesgo ambientales

Se han identificado multiples factores de riesgo ambientales asociados con FL/PNS,
tales como la exposicidon 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 (Sabbagh y cols., 2015; Xu y cols., 2018). Respecto a la
nutricion materna, se ha estudiado el rol del acido félico y cobalaminas en la
incidencia de FL/Ps. La ingesta periconcepcional de acido folico ha demostrado
reducir el riesgo tanto para FL/P como para FP (Jahanbin y cols., 2018; Lu y cols.,
2019). Sin embargo, este efecto protector no es tan fuerte en las FL/Ps cémo en los
defectos del tubo neural (Wehby y Murray, 2010).

1.5.2. Factores de riesgo genéticos

Los componentes genéticos implican variantes y/o mutaciones genéticas heredadas
del padre o la madre que son directamente responsables de causar FL/P o podrian
ser un factor de riesgo para aumentar las posibilidades de desarrollar una fisura
(Saleem y cols., 2019). En las FL/PNS hay un antecedente familiar en un 20 a 30%
de los casos (Ruda y cols., 2012). Recientemente, estudios de asociacion de todo
el genoma han reportado aproximadamente 37 loci de riesgo genético para FL/PNS,
gue solo representan una pequefia fraccion de su heredabilidad, por lo que aun
existe una gran proporcion del rasgo que no esta explicado por variantes genéticas
comunes (Saleem y cols., 2019). Una fraccion considerable de loci explica sus
efectos en diferentes grupos de poblaciones (Leslie y cols., 2016), pero la fuerza de
asociacion difiere entre poblaciones debido a la heterogeneidad de locus. También
existe una prevalencia variable en frecuencias de alelos de riesgo para FL/PNS en

diferentes poblaciones (Mossey y Modell, 2012; Leslie y cols., 2016).

Varios estudios han evaluado el posible papel de la epigenética en la etiologia de
FL/PNS en humanos, centrandose en la metilacion del ADN de regiones especificas
y globales de la sangre o tejidos orales. Se cree ampliamente que la aparicion de
FL/PNS esta relacionada no solo con la deficiencia de &cido folico (Prescott y

Malcolm, 2002), sino también con la hiperhomocisteinemia, causada por un defecto
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genético en la via del metabolismo del folato, el cual corresponde a un proceso

complejo que requiere de ciertas enzimas claves (Bhaskar y cols., 2011).
1.6. Folatos /acido folico

Los folatos, conocidos también como vitamina B9, son un nutriente esencial que se
obtiene a partir de la dieta, puesto que los mamiferos carecen de la maquinaria
enzimatica para sintetizarlos (Gropper y Smith, 2012). Son solubles en agua y se
encuentran principalmente en frutas y verduras, especialmente en legumbres y
verduras de hoja verde oscuro (Li y cols., 2016). En general, el término acido folico
(AF) se aplica a la forma sintética de los folatos, molécula mas estable y de mayor
biodisponibilidad que los compuestos de origen natural, empleada en la fortificacion

de alimentos y elaboracion de suplementos (Imbard y cols., 2013).

Los folatos estan involucrados en la transferencia de unidades de un carbono
(grupos metilo) a moléculas relacionadas con la sintesis de novo de nucleétidos de
ADN y también aseguran niveles adecuados de S-adenosilmetionina (SAM), la
principal molécula donante de grupos metilo para su transferencia al ADN, histonas
y otras proteinas metiladas (Lucock, 2000). La metilacion del ADN es un mecanismo
epigenético que modula la expresion génica en eventos tempranos, tal como la
migracion de células de la cresta neural a primordios faciales, o eventos tardios del
desarrollo craneofacial, como condrogénesis y palatogénesis (Lucock, 2000; Jones
y Takai, 2001).

La perturbacién de cualquier parte de las vias del metabolismo del folato podria
resultar en una deficiencia franca de esta vitamina, con el efecto posterior de
interrumpir procesos biolégicos importantes, como el desarrollo craneofacial.
Ademas, el déficit de folatos genera un aumento en los niveles de homocisteina
(Bailey y Gregory, 1999; McNulty y cols., 2012), que se relaciona con severas

alteraciones en el desarrollo embrionario (Imbard y cols., 2013).



1.6.1. Metabolismo del folato / &cido félico

El metabolismo de folato / acido félico es probablemente el mejor ejemplo de
interaccidn genética - ambiental en la etiologia de las fisuras labio palatinas no

sindromicas (Bhaskar y cols., 2011).

Los folatos que provienen de la dieta consisten principalmente en 5-
metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) y 10-formiltetrahidrofolato (10-formilTHF) en sus
formas poliglutamatadas. Sin embargo, en el intestino se requiere que los
poliglutamatos se hidrolicen en monoglutamatos para ser absorbidos (Beaudin y
Stover, 2009). Luego de una serie de pasos se produce 5-metilTHF-monoglutamato,
principal forma circulante en la sangre (Blom y cols., 2006), el cual es captado por
las células, transformandose y acumulandose en forma de poliglutamato. Los
folatos poliglutamados no atraviesan las membranas y de esta manera quedan
retenidos en la célula. También tienen una mayor afinidad por las enzimas
involucradas en el metabolismo del folato que sus contrapartes monoglutamatos
(Imbard y cols., 2013).

En la célula, el 5-metilTHF puede donar un grupo metilo para la remetilacion de la
homocisteina (Hcy) en metionina y tetrahidrofolato (THF), reaccién catalizada por la
metionina sintasa (MTR) que usa cobalamina (vitamina B12) como cofactor (Li y
cols., 1996).

Desde la via de remetilacion, el THF resultante se puede convertir directamente en
5,10-metilenTHF por la accion de la enzima citosdlica serina hidroximetiltransferasa
(SHMT1) (Imbard y cols., 2013). Luego, la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), que es una enzima dependiente de riboflavinas (vitamina B2), cataliza
irreversiblemente 5,10 metilenTHF a 5-metilTHF (Skibola y cols., 2002). El 5-
metilTHF es necesario para la remetilacién de la homocisteina y la posterior sintesis
de S-adenosil-metionina (SAM), principal donante de grupos metilo para la
metilacion de ADN, proteinas, lipidos o neurotransmisores (Field y cols., 2007). Si
se dispone de cantidades inadecuadas de 5-metilTHF o cobalamina, Ila

homocisteina se acumula y puede afectar actividades del desarrollo, como la
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movilidad y migracion de las células de la cresta neural, que son importantes en el

desarrollo temprano (Brauer y Tierney, 2004).

1.7. Polimorfismos genéticos del metabolismo del folato y su asociacion con
FL/PNS
Existen alrededor de 50 genes que codifican productos involucrados en el transporte
y metabolismo del folato y varios de ellos representan polimorfismos de riesgo para
FL/PNS (Bhaskar y cols., 2011; Blanton y cols., 2011), entre ellos destacan los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) de los genes MTR, SHMT1 y MTHFR.
Cada 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 en la
poblacién. 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 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.
5-metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferasa (MTR)

El gen MTR codifica para la enzima conocida como metionina sintasa (MS o MTR)
dependiente de cobalamina (vitamina B12) (Lucock y cols., 2000), cataliza la
remetilaciéon de homocisteina a metionina usando 5-metilTHF. Se ha informado que
polimorfismos en el gen de MTR actian como factor de riesgo para defectos del
tubo neural (Wang y cols., 2015).

Un estudio reciente realizado en Chile report6 tres SNP intronicos del gen MTR:
rs10925239, rs10925254 y rs3768142 como marcadores protectores contra FL/PNS
en la poblacién chilena (Salamanca y cols., 2020a), sin embargo, estos se ubican
en zonas no codificantes lejanas de los sitios de splicing y posteriormente son
eliminados. De ahi la necesidad de estudiar variantes funcionales de este gen,
ubicadas en regiones codificantes o regulatorias de este, donde sea mas claro el
potencial rol del polimorfismo sobre la funcién génica y que se hayan asociado al

riesgo de FL/PNS en otras poblaciones. Una variante previamente descrita y
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asociada con FL/PNS en otras poblaciones es el SNP rs1805087 (A>G) de MTR
(Mostowska y cols., 2006; Chorna y cols., 2011; Wang y cols., 2016). Este cambio
genera una variacion en la proteina (Asp919Gly), la que se postula que incrementa
la actividad de la enzima dado que los portadores del alelo G presentan bajos
niveles circulantes de homocisteina y altos de folatos en comparacion 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).

1.7.1. Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

El gen MTHFR codifica para la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR),
la cual tiene un rol principal en el metabolismo del &cido félico: cataliza la conversion
de 5,10-metilenTHF en 5-metilTHF (S6zen y cols., 2009). Esta es una reaccién
crucial que proporciona tanto la forma principal circulante de folatos como la

disponibilidad de grupos metilo (Matthews y cols., 1998).

Dos polimorfismos codificantes de MTHFR han sido ampliamente estudiados:
histéricamente designados C677T (rs1801133) (Goyette y cols., 1994) y A1298C
(rs1801131) (Van der Put y cols., 1998). En el caso del mas estudiado, C677T o
C>T, el alelo T da como resultado una sustitucion de alanina a valina en el codén
222 (Ala222Val), lo que da origen a una enzima termolabil (genotipo TT presenta
22% de actividad catalitica residual en la exposicién a 46°C versus 67% del genotipo
CC) (Frosst y cols.,1995; Yamada Yy cols., 2001). Los portadores del genotipo TT
muestran bajos niveles de folato en plasma y altos niveles de homocisteina (Frosst
y cols., 1995; Molloy y cols., 1998). En una poblacion chilena se evalu6 el papel de
MTHFR C677T (rs1801133) en la expresion de FL/PNS, observandose que los
portadores del genotipo TT versus los portadores CC + CT (modelo recesivo)
aumentaron significativamente el riesgo de FL/PNS, concluyendo que el alelo T de
la descendencia es un factor de riesgo real para la aparicion de FL/PNS en Chile

(Ramirez y cols., 2016).



10

1.7.2. Serina hidroximetiltransferasa citosolica (SHMT1)

SHMT1 es un gen que codifica la enzima citoplasmatica serina
hidroximetiltransferasa (SHMT1), la cual cataliza la conversion reversible de serina
y THF a glicina y 5,10-metilenTHF (Skibola y cols., 2002). Esta reaccion proporciona
unidades de un carbono para la sintesis de purina, timidilato y metionina, que son

esenciales durante las etapas de alta tasa proliferativa del desarrollo embrionario.

El primer estudio de asociacion entre SNPs de SHMT1 y FL/PNS en una poblacion
chilena, detect6 una asociacién con la variante rs1979277 (G>A). El alelo A mostré
un efecto protector contra este defecto de nacimiento (Salamanca y cols., 2020b).
Esta variante da como resultado una sustitucion de leucina a fenilalanina en el
residuo 474 de la proteina (Leu474Phe) (Anderson y Stover, 2009). Se ha descrito
que las madres que portan el genotipo AA tienen niveles mas bajos de homocisteina
plasmatica y recuentos mas altos de folatos tanto en glébulos rojos como en plasma,
en comparacion a madres con genotipo GG (Heil y cols., 2001). Con estos
antecedentes, fue sugerido que una baja actividad enzimética puede aumentar la
concentracion citoplasmatica de folatos y, por lo tanto, explicarian su papel protector
contra las FL/PNS (Salamanca y cols., 2020b).

La evidencia antes expuesta muestra que los genes MTR, SHMT1 y MTHFR
codifican enzimas que interactian en el metabolismo del folato y ademas presentan
variantes asociadas a fisuras labio palatinas no sindrémicas. Esto teniendo en
cuenta la naturaleza genética compleja de estas malformaciones. Sin embargo,
estas variantes solo se han estudiado en forma individual. Es por ello que el
propésito del presente estudio es analizar la interaccion gen-gen entre los
polimorfismos MTR rs1805087 (A>G), MTHFR rs1801133 (C>T) y SHMT1
rs1979277 (G>A) y el riesgo de FL/PNS en una poblacion chilena, para contribuir
con posibles nuevos marcadores y en un futuro poder realizar asesoramiento
genético en familias que presentan una historia previa de este defecto. Con ello
también se podrian promover intervenciones dietarias que impacten en el consumo

de donadores de grupos metilo en madres portadoras de estas variantes.
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2. HIPOTESIS

El riesgo de fisuras labio palatinas no sindrémicas en la poblacion chilena esta
asociado a la interaccion entre variantes polimérficas de los genes MTR
(rs1805087), MTHFR (rs1801133) y SHMT1 (rs1979277) que participan del

metabolismo de folatos/acido félico y es modificado por el sexo de los sujetos.
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Determinar la existencia de interaccion entre variantes polimorficas de los genes
MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133) y SHMTL1 (rs1979277) con y sin ajuste por

sexo de los individuos en el riesgo de fisuras labio palatinas no sindromicas en Chile.
3.2. Objetivos Especificos

1. Determinar la existencia de interaccion entre las parejas de polimorfismos de
los genes MTR-MTHFR, MTHFR-SHMT1 y MTR-SHMT1, involucrados en el
metabolismo de folatos / &cido folico, en el riesgo de fisuras labio palatinas
no sindrémicas en una poblacion chilena.

2. Determinar la existencia de interaccion simultanea entre polimorfismos de los
genes MTR-MTHFR-SHMT1 involucrados en el metabolismo de folatos /
acido folico, en el riesgo de fisuras labio palatinas no sindrémicas en una
poblacion chilena.

3. Determinar el efecto del sexo de los individuos en la interaccion entre
polimorfismos de los genes MTR, MTHFR y SHMT1, involucrados en el
metabolismo de folatos / acido félico, en el riesgo de fisuras labio palatinas

no sindromicas en una poblacion chilena.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sujetos

Las muestras de casos y de controles considerados para este estudio son aquellos
cuyos genotipos se encontraban disponibles en la base de datos del Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular, Instituto de Investigacion en Ciencias Odontoldgicas,
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile (muestra por conveniencia).

La muestra de casos esta conformada por 260 individuos., estos 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 FL/Ps. A todos
los participantes de esta investigacion (o a su representante legal en el caso de los
menores de edad) se les informo sobre este estudio, los que aceptaron participar
voluntariamente y firmaron un consentimiento informado aprobado por el Comité de
Etica 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 diagnéstico de un médico genetista. Los
criterios de exclusion usados fueron pacientes cuyas madres hayan estado
expuestas durante su embarazo a alguno de los factores conocidos causantes de
fisuras labio palatinas (consumo de warfarina, fenitoina y alcohol) y que el paciente

sea extranjero o tenga padres y/o abuelos extranjeros.

Respecto a la muestra control, conformada por 346 individuos (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 labio palatinas. Se excluyeron a sujetos con antecedentes familiares de

fisuras labio palatinas hasta tercer grado de parentesco. A todos los participantes
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se les tom6 una muestra de hisopado bucal, las que se enviaron al Biobanco de
Tejidos de la Universidad de Chile (BTUCH), en donde se extrajo el DNA gendmico

y se almacenaron.

4.2. Obtencién de los genotipos de los polimorfismos rs1805087, rs1801133 y
rs197927

Desde un array lllumina que contiene méas de 600.000 SNPs (Infinium iSelect 24x1
HTS BeadChip), procesado en ERAMUS MC University Rotterdam en Holanda, se
extrajeron los genotipos de los polimorfismos de las variantes seleccionadas: MTR
(rs1805087, Asp919Gly), MTHFR (rs1801133, Ala222Val) y SHMT1 (rs1979277,

Leud74Phe), tanto en los casos como en los controles.

4.3. Andlisis Estadistico

Las frecuencias alélicas para estos tres polimorfismos fueron estimadas utilizando
proporciones simples en casos y controles. La distribuciéon de las frecuencias
genotipicas en la muestra control de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
fue evaluada mediante una prueba de chi-cuadrado exacto, implementada en el
paquete STATA 15.

La interaccion entre pares de variantes fue evaluada mediante un modelo de
interaccion en escala aditiva (Dayal, 1980) en el que se evalla las diferencias de
distribucion de las combinatorias de alelos de ambas variantes entre casos y
controles, en el total de la muestra y separados por sexo. Para cada pareja de
variantes, se calculé el odds ratio (OR) y su intervalo de confianza del 95%. Un valor
de p <0,05 se consider6 estadisticamente significativo.

La interaccion para las tres variantes genéticas en forma simultanea se basoé en el
método multifactor dimensionality reduction (MDR), utilizando el software MDR 3.0.2

(Hahn y cols., 2003) (http://www.multifactordimensionalityreduction.org/). Este

algoritmo consta de cuatro pasos que se repiten 10 veces, dividiendo los datos para
10 conjuntos diferentes de entrenamiento y prueba. La coherencia de validacion
cruzada se define cuando se detecta el mismo factor (0 modelo) particular en al
menos nueve de cada 10 de las réplicas (Stephens y cols., 2001; Ritchie y cols.,

2001; Ritchie y cols., 2003). Se consider6 que los resultados de MDR son


http://www.multifactordimensionalityreduction.org/
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estadisticamente significativos con un p<0.05. Esta interaccibn se evalu6
inicialmente sin considerar el sexo de los individuos y luego ajustando por sexo.
Para cada combinatoria genotipica individual, la diferencia en la proporcion entre
casos y controles fue evaluada aplicando una prueba de Z, implementada en el
paquete STATA 15.
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5. RESULTADOS

La distribucién de genotipos de los tres polimorfismos en la muestra de controles no

se alejo de lo esperado de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 1).

Tabla 1: Distribucién de genotipos de polimorfismos (SNP) de los genes MTR,
MTHFR y SHMT1, involucrados en el ciclo del folato, en la muestra de
controles de una poblacion chilena.

: . Alelo . ] o-value
Polimorfismo Mayor / Menor Genotipos  N° de Controles HW

MTR AA 228

AlG AG 107 0,717
(rs1805087) g "
CC 115

(rsl\g(l)_lllzll?’,S) cIT CT 178 0,210
T 52
GG 186

(rsslg;/lgTzlm G/A GA 122 0,343
AA 26

Nota: HW Hardy-Weinberg

La estimacion de frecuencias alélicas en los polimorfismos de MTR, MTHFR vy
SHMTL1 en casos y controles, tuvo como resultado que no hay diferencias en las

frecuencias del alelo menor para ninguno de ellos entre estos dos grupos (Tabla 2).

Tabla 2: Distribucién de frecuencias alélicas de polimorfismos (SNP) de los
genes MTR, MTHFR y SHMT1, involucrados en el ciclo del folato en casos de

FL/PNS y controles de una poblacion chilena.

Frecuencia alelo menor
Gen SNP p-value
Caso Control
MTR rs1805087 0,197 0,186 0,669
MTHFR rs1801133 0,464 0,409 0,058
SHMT1 rs1979277 0,217 0,261 0,075

El analisis de interaccion entre pares de polimorfismos genéticos en el total de la

muestra evidencia la presencia de interaccion en la combinatoria MTR-SHMT1, la
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cual disminuye el riesgo de presentar FL/PNS de forma significativa (OR 0,60; IC
95% 0,36 — 0,98; p = 0,022), tal como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3: Interaccion entre pares de polimorfismos (SNPs) de los genes MTR,
MTHFR y SHMT1 en el riesgo de FL/PNS en una poblacién chilena.

Combinatoria OR (IC 95%) p-value

MTR — MTHFR 1,34 (0,81 - 2,21) 0,928
MTHFR - SHMT1 0,88 (0,54 - 1,43) 0,600

MTR - SHMT1 0,60 (0,36 — 0,98) 0,022

Nota: OR (IC del 95%) odds ratio con intervalo de confianza del 95%.

A diferencia de la interaccion entre pares de genes para la muestra total, el mismo
analisis considerando el sexo de los individuos no presentd resultados

estadisticamente significativos para ninguna de las parejas de variantes (Tabla 4).

Tabla 4: Interaccidn entre pares de polimorfismos (SNPs) de los genes MTR,
MTHFR y SHMT1 en el riesgo de FL/PNS en una poblacion chilena,
considerando el sexo de los sujetos.

Mujeres Varones
Combinatoria OR (IC 95%) p-value OR (IC 95%) p-value
MTR - MTHER 0,84 (0,39-1,81) 0,287 1,92 (0,97 -3,77) 0,568
MTHFR - SHMT1 1,19 (0,56 —2,51) 0,829 0,71 (0,37-1,35) 0,683
MTR - SHMT1 0,72 (0,33-1,57) 0,126 0,53(0,25-1,10) 0,061

Nota: OR (IC del 95%) odds ratio con intervalo de confianza del 95%.

Con respecto al objetivo 2, el analisis de interaccién considerando los tres genes
simultaneamente en el panorama global no presenta una diferencia significativa
(p = 0,180, Tabla 5), pero al observar cada una de las combinatorias por genotipos
encontramos una diferencia en su distribucidén entre casos y controles. En la Tabla
5 se observa que la combinatoria de genotipos GG-CT-GG, de los polimorfismos de
los genes MTR, MTHFR y SHMT1 respectivamente, presentaron una interaccion
estadisticamente significativa, en donde esta combinatoria fue mas frecuente en
casos que en controles (ratio 6,00; p = 0,021). Para las demas combinatorias no se

observaron diferencias significativas.
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Tabla 5: Interaccion global y por combinatoria de genotipos para
polimorfismos de los genes MTR, MTHFR y SHMT1, en el riesgo de FL/PNS en

una poblacién chilena.

Combinatoria de
genotipos Casos Controles Caso/Control Z-test
MTR, MTHFR, (n =260) (n = 346) Ratio p-value
SHMT1
AA, CC, GG 27 36 0,75 0,992
AA, CC, GA 10 24 0,41 0,101
AA, CC, AA 7 8 0,87 0,764
AA, CT, GG 48 73 0,65 0,423
AA, CT, GA 29 36 0,80 0,771
AA, CT, AA 4 9 0,44 0,373
AA, TT, GG 22 18 1,22 0,109
AA, TT, GA 15 12 1,25 0,173
AA, TT, AA 2 2 1,00 0,771
AG, CC, GG 19 22 0,86 0,645
AG, CC, GA 6 17 0,35 0,096
AG, CC, AA 1 2 0,50 0,727
AG, CT, GG 26 25 1,04 0,222
AG, CT, GA 11 22 0,50 0,254
AG, CT, AA 2 1 2,00 0,406
AG, TT, GG 10 6 1,66 0,107
AG, TT, GA 4 8 0,50 0,496
AG, TT, AA 2 3 0,66 0,896
GG, CC, GG 3 3 1,00 0,726
GG, CT, GG 6 1 6,00 0,021
GG, CT, GA 0 2 0,00 0,218
GG, CT, AA 0 1 0,00 0,384
GG, TT, GG 1 2 0,50 0,727
GG, TT, GA 0 1 0,00 0,384

Nota: P-value para la interaccion global = 0,180.

Con relacién al objetivo 3, de acuerdo con el andlisis separado por sexo (Tabla 6)
no se observan diferencias significativas en el panorama global (p = 0,337). Sin
embargo, en el andlisis por cada combinatoria genotipica nuevamente se observa
un resultado significativo para la combinatoria GG-CT-GG en mujeres (p = 0,015),
pero no asi en varones (p = 0,435). Ademas, s6lo en varones hubo presencia de

interaccion significativa en las combinatorias AA-CC-GA, mas frecuente en



18

controles que en casos (ratio 0,31; p = 0,034), y para AG-CT-GG (ratio 1,70; p =
0,042) y AG-TT-GG (ratio 4,0; p = 0,021), con mayor frecuencia en casos que en
controles, para los polimorfismos de los genes MTR, MTHFR y SHMT1

respectivamente.

Tabla 6: Interaccion global y por combinatoria de genotipos para
polimorfismos de los genes MTR, MTHFR y SHMT1, considerando el sexo de
los sujetos, en el riesgo de FL/PNS en una poblacién chilena.

Combina_toria Mujeres Varones
de genotipos
MTR, MTHFR, Casos Controles goa:t?oll Z-test Casos Controles goar?t?cfl Z-test
SHMT1 (n=104) (n=150) Ratio P~ value | (n =156) (n =196) Ratio p-value
AA, CC, GG 12 17 0,70 0,960 15 19 0,78 0,984
AA, CC, GA 4 5 0,80 0,825 6 19 0,31 0,034
AA, CC, AA 5 3 1,66 0,207 2 5 0,40 0,395
AA, CT, GG 14 28 0,50 0,271 34 45 0,75 0,794
AA, CT, GA 13 20 0,65 0,849 16 16 1,00 0,496
AA, CT, AA 2 1 2,00 0,362 2 8 0,25 0,116
AA, TT, GG 9 9 1,00 0,417 13 9 1,44 0,149
AA TT, GA 7 4 1,75 0,118 8 8 1,00 0,638
AA, TT, AA 1 1 1,00 0,794 1 1 1,00 0,872
AG, CC, GG 6 9 0,66 0,936 13 13 1,00 0,541
AG, CC, GA 2 10 0,20 0,080 4 7 0,57 0,589
AG, CC, AA 1 1 1,00 0,794 0 1 0,00 0,373
AG, CT, GG 9 15 0,60 0,718 17 10 1,70 0,042
AG, CT, GA 6 13 0,46 0,389 5 9 0,55 0,509
AG, CT, AA 2 0 infinito 0,087 0 1 0,00 0,373
AG, TT, GG 2 4 0,50 0,703 8 2 4,00 0,021
AG, TT, GA 1 3 0,33 0,515 3 5 0,60 0,696
AG, TT, AA 1 0 infinito 0,230 1 3 0,33 0,435
GG, CC, GG 0 2 0,00 0,238 3 1 3,00 0,214
GG, CT, GG 4 0 infinito 0,015 2 1 2,00 0,435
GG, CT, GA 0 1 0,00 0,406 0 1 0,00 0,373
GG, CT, AA 0 0 0,00 0,000 0 1 0,00 0,373
GG, TT, GG 1 0 infinito 0,230 0 2 0,00 0,204
GG, TT, GA 0 0 0,00 0,000 0 1 0,00 0,373

Nota: P-value para la interaccion global en mujeres = 0,635 y en varones = 0,560.
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6. DISCUSION

En el desarrollo embrionario del rostro interactian una amplia gama de factores que
abarcan la diferenciacion celular, el crecimiento, la apoptosis, la adhesion de célula
a célula y la sefalizacion inter e intracelular. La alteracion de uno o mas de estos
factores, por causas genéticas, ambientales o mixtas pueden repercutir en el
desarrollo de malformaciones craneofaciales como las FL/PNS (Prescott & Malcolm,
2002). Un factor ampliamente estudiado ha sido el folato / acido fdlico, el cual actia
como donante y aceptor de unidades de carbono en procesos como la remetilacion
de homocisteina a metionina, sintesis de acidos nucleicos y aminoacidos y
metilacion del ADN, que son necesarios para la division celular, la expresion génica
y el mantenimiento de la estructura cromosémica durante el desarrollo fetal (Goyette
y cols., 1994; James y cols., 1999; Bailey & Gregory, 1999). Por esta razon, en Chile
se han desarrollado medidas preventivas como la suplementacion con &cido félico
a mujeres en el periodo periconcepcional y la fortificacién de la harina de trigo con
acido félico. Sin embargo, no se han logrado cambios significativos en la prevalencia
de FL/PNS (Nazer & Cifuentes, 2014). Por lo tanto, podriamos considerar que en
Chile, la principal causa de FL/PNS no es la disponibilidad de &cido félico; lo que se
ha demostrado en un reciente articulo en que mujeres chilenas en edad gestacional
presentan niveles adecuados de folatos plasmaticos (Busso y cols., 2021).

Por ello, nuestra hipétesis global apunta mas bien a variantes en genes que regulan
el metabolismo de estas vitaminas. Varias lineas de investigacion han demostrado
una asociacion significativa entre polimorfismos de genes que codifican proteinas y
enzimas relacionados con el metabolismo del folato y un mayor riesgo de FL/PNS
(Herrera y cols., 2016). Sin embargo, debido a la heterogeneidad genética entre
poblaciones y los escasos estudios con respecto a esta tematica en Chile, es que
planteamos el objetivo de determinar la existencia de interaccion entre las variantes
polimorficas (SNPs) de los genes MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133) y SHMT1
(rs1979277) involucrados en el metabolismo del folato y su asociacion con el riesgo

de fisuras labio palatinas no sindromicas en una poblacién chilena.

Dentro del primer analisis no hubo diferencias estadisticamente significativas en las

frecuencias de alelo menor en casos y controles para ninguno de los tres SNPs
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estudiados (Tabla 2). Reportes previos en poblacion chilena han asociado dos de
estos polimorfismos con FL/PNS. La variante rs1801133 C>T del gen MTHFR,
generd un aumento significativo del riesgo de FL/PNS en portadores del genotipo
TT, donde dos copias del alelo menor fueron necesarias para aumentar la
susceptibilidad del fenotipo (Ramirez y cols., 2016). Mientras que el alelo menor (A)
del polimorfismo rs1979277 de SHMT1 mostré un efecto protector de FL/PNS en
una poblacién chilena y los genotipos AA y GA estuvieron mas representados en

controles que en sujetos afectados (Salamanca y cols., 2020b).

6.1. Interaccion entre combinatorias pares de SNPs de los genes MTR, SHMT1y
MTHFR en FL/PNS en una poblacién chilena

Utilizando el modelo aditivo se detectdé que la interaccién entre los SNPs MTR
(rs1805087) y SHMT1 (rs1979277) disminuye significativamente el riesgo de
presentar FL/PNS en una poblacién chilena (p: 0,022) (Tabla 3). Estos resultados
pueden interpretarse como que los portadores de dos copias del alelo menor de
cada gen tienen el doble de efecto protector en comparacion con los heterocigotos
(Salanti y cols., 2009). Esto concuerda con el efecto reportado anteriormente para
la FL/PNS (Goode y cols., 2004; Wang y cols., 2016; Salamanca y cols., 2020a). La
enzima MTR es la encargada de catalizar la remetilacion de homocisteina en
metionina y THF, por su parte SHMT1 cataliza este THF resultante y lo convierte en
5,10-metilenTHF. Ambos genes y sus enzimas tienen un papel esencial en la
posterior formacion de SAM, que es el donante de metilo universal para una multitud
de reacciones biologicas de metilacion. Los alelos menores de ambos SNPs, si bien
no se ha demostrado que afecten directamente la actividad enzimatica de estas
enzimas, se asocian con aumento de niveles circulantes de folatos (Heil y cols.,
2001; Wang y cols., 2016). En Chile, tres variantes intrénicas profundas del gen
MTR resultaron protectoras para FL/PNS (Salamanca y cols., 2020a). Esta
evidencia previa apoya nuestros resultados de interaccion protectora para la

FL/PNS en poblacién chilena.

En este estudio, las demas combinatorias analizadas no mostraron resultados
estadisticamente significativos sobre el riesgo de FL/PNS. Una posible explicacion

es que efectivamente no hay interaccion, o bien, que el tamafio muestral utilizado
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no fue el adecuado para detectar diferencias estadisticas. Para detectar
interacciones gen-gen se requieren tamafnos de muestra de tres a cuatro veces
mayores que el analisis de asociacion de un solo gen (Wang & Zhao, 2003). Por
esta razon, seria recomendable aumentar el tamafio muestral en futuras
investigaciones y de esta forma confirmar o descartar interacciones genéticas que

se asocien con el riesgo de FL/PNS.

La interaccion estadistica se puede evaluar tanto en una escala aditiva (riesgo
absoluto) como multiplicativa (riesgo relativo). Varios epidemiologos han
argumentado que la interaccion biolégica debe evaluarse en una escala aditiva en
lugar de una escala multiplicativa. La interaccion en una escala aditiva significa que
el efecto combinado de dos exposiciones es mayor (0 menor) que la suma de los
efectos individuales de las dos exposiciones. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
qgue un efecto de interaccién observado puede no tener implicaciones sobre los

mecanismos biolégicos subyacentes (Mutsert y cols., 2009; Knol y cols., 2011).

6.2. Interaccion simultanea entre SNPs de los genes MTR, MTHFR y SHMT1 en
una poblacidn chilena

Al analizar la interaccion simultanea entre los tres SNPs de esta tesis mediante
MDR, observamos que los genotipos GG-CT-GG de los polimorfismos de MTR-
MTHFR-SHMT1 respectivamente, son significativamente mas frecuente en casos
gue en controles (Tabla 5), aumentando el riesgo de expresion de FL/PNS en una
poblacién chilena. Este hallazgo evidencia que, aunque una pequefia porcion de la
muestra tuvo esta combinatoria de genotipos (Tabla 5), llevar al menos una copia
del alelo menor de riesgo (T) de MTHFR y dos copias del alelo de riesgo (GG) de
SHMT1 aumenta el riesgo de FL/PNS, incluso en presencia del genotipo protector
(GG) de MTR. Esto podria mostrar el diferente peso que tienen las variantes en
forma individual sobre la actividad de estas enzimas. No obstante, la anterior fue la

Gnica combinatoria de genotipos con resultados significativos.

Un estudio similar, evalué la interaccion simultanea entre los SNPs MTHFR
(rs1801133), MTR (rs1805087) y PEMT (rs4646406) mediante MDR y revel6 una

interaccion significativa sobre la susceptibilidad a FL/PNS, sin embargo, cuando se
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consideraron por separado, ninguno de estos polimorfismos se asocio

significativamente con el riesgo de FL/PNS (Mostowska y cols., 2010).

Los métodos basados en haplotipos, como MDR, pueden considerarse mas
poderosos que los métodos de marcador Unico para el mapeo de genes de
susceptibilidad en trastornos complejos, porque permiten capturar los efectos
combinados entre dos o mas variantes causales dentro de una region genémica
(Hsieh y cols., 2011, Liu y cols., 2008). El enfoque MDR puede detectar evidencia
de interaccion de alto orden con muestras mas pequefias que otros métodos

basados en replicaciones y validacion cruzada (Ritchie y cols., 2001, 2003).

6.3. Efecto del sexo de los individuos en la interaccién entre polimorfismos de

los genes MTR, MTHFR y SHMT1 en una poblacion chilena

En cuanto a la interaccion entre pares de SNPs ajustada al sexo de los sujetos, no
hubo diferencias significativas. El sexo es una variable biolégica que tiene impacto
en la prevalencia y severidad de FL/PNS en diferentes poblaciones. En Chile se han
descrito diferencias cuando los sujetos se estratifican por sexo; en mujeres
portadoras del genotipo TT del polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR aumenté
significativamente el riesgo de FL/PNS, asi también variantes de los genes BMP4,
y MSX1 presentaron dimorfismo sexual para FL/PNS (Suazo y cols., 2010, 2011;
Ramirez y cols., 2016).

En los seres humanos, el dimorfismo sexual se observa en la prevalencia, el curso
y la gravedad de muchas enfermedades comunes. Estudios sugieren que la
arquitectura genética especifica del sexo influye en los fenotipos humanos, incluidos
los rasgos reproductivos, fisiolégicos y patolégicos. Muchas enfermedades con
origen durante la embriogénesis presentan sesgos sexuales. Los embriones
masculinos y femeninos exhiben diferentes susceptibilidades a factores ambientales
durante la gestacion temprana, incluso antes de que aparezcan las hormonas
sexuales, debido a efectos reguladores intrinsecos de la constitucion de los
cromosomas sexuales. También se cree probable que haya una regulacion génica
diferencial entre varones y mujeres, particularmente en genes sensibles a

esteroides sexuales (Ober y cols., 2008). El rostro humano adulto presenta un
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dimorfismo sexual que parece establecerse en los primeros afos de vida, pero que
podria depender de factores expresados en la vida prenatal (Bulyginay cols., 2006).
La evidencia expuesta tiene relacion con hallazgos epidemioldgicos que muestran

diferencia en las frecuencias de FL/PNS entre varones y mujeres.

Al analizar la interaccion simultanea entre los tres SNPs ajustados por sexo, no se
observa evidencia de interaccion a nivel global (Tabla 6). Observando las
combinatorias de genotipos GG-CT-GG de los polimorfismos de MTR-MTHFR-
SHMT1 respectivamente, ademas de aumentar el riesgo de FL/PNS en la muestra
global, fue significativamente mayor en mujeres, donde los casos femeninos fueron
mas frecuentes que los controles (Tabla 6), por lo que el aumento global del riesgo

pudo estar influenciado por la frecuencia en mujeres.

En varones, se observd que los genotipos AG-CT-GG y AG-TT-GG de los genes
MTR-MTHFR-SHMT1 respectivamente (Tabla 6), aumentaron significativamente el
riesgo de FL/PNS, en concordancia con el resultado anterior la susceptibilidad al
fenotipo aumenta cuando se porta una o dos copias del alelo menor en los SNPs
MTR-MTHFR y dos copias del alelo mayor en SHMT1.

Adicionalmente, una combinatoria resulté protectora de FL/PNS en varones,
conformada por los genotipos AA-CC-GA de los genes MTR-MTHFR-SHMT1,
respectivamente (Tabla 6), la cual fue més frecuente en controles varones que en
varones afectados. Contrario a los resultados previos, para un efecto protector
fueron necesarias dos copias del alelo mayor de los SNPs de MTR y MTHFR y una
copia del alelo menor del SNP SHMT1. No hubo otras combinaciones de genotipos

con resultados significativos.

Nuestros hallazgos sumados a la evidencia expuesta nos indican que la regulacion
génica diferencial en varones y mujeres puede tener efectos sobre la interaccién
entre polimorfismos genéticos involucrados en el metabolismo del folato y en el
riesgo de FL/PNS.

Los polimorfismos genéticos tienen distintos comportamientos en el riesgo de
FL/PNS cuando se analizan de forma individual, en pares o en trios. Por lo cual

resulta interesante incentivar la investigacion sobre el rol y los mecanismos de
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interaccion de estos y otros polimorfismos genéticos involucrados en el metabolismo
del folato y su relacion con el riesgo del FL/PNS. Este conocimiento deberia ayudar
a clasificar los contribuyentes genéticos de FL/PNS y poder en un futuro aplicar

clinicamente esta informacién en poblacion chilena.

El presente estudio tiene ciertas limitaciones y fortalezas que considerar. En cuanto
a las limitaciones, el numero de polimorfismos seleccionados, a pesar de tener
alguna evidencia funcional, no representa necesariamente la variabilidad total de
estos tres genes. Como antes se menciona, existen muchos otros genes
involucrados en el metabolismo del folato, por lo que los genes evaluados son s6lo
parte de esta red metabdlica. El estudio también estuvo limitado por el tamafio de
la muestra de casos y controles. Es importante considerar que para estudios de
interaccidn en pares de genes se requiere de un mayor tamafio muestral que en
estudios de asociacion, lo que tiene efecto en que algunas combinatorias de
genotipos de estas variantes no estarian representadas y, por lo tanto, podria haber
interacciones que no se detectaron entre los SNPs y el riesgo de FL/PNS. En este
sentido, usando el programa QUANTO, la combinatoria que resulto significativa en
el modelo aditivo (MTR-SHMT1) arrojo un poder estadistico de 57%, bajo la linea

minima del 80%.

Una fortaleza de este estudio es su novedad en nuestra poblacion. Segun nuestro
conocimiento es el primer estudio que analiza interacciones entre pares y trios de
polimorfismos genéticos involucrados en el metabolismo del folato / acido félico en
la poblacion chilena. Ademas, nuestro estudio analiz6 las interacciones de trios de
SNPs con el modelo MDR, el cual tiene la ventaja de utilizar interacciones de
muchos factores y ha sido considerado como el mejor de su tipo para estudios en
modelos genéticos, por tener una mayor precision equilibrada de prueba,
consistencia de validacion cruzada y un mayor poder estadistico respecto a otros
modelos (Ritchie y cols., 2003).
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7. CONCLUSIONES

Se puede concluir, con relacion al primer objetivo, que el polimorfismo rs1805087
del gen MTR interactia aditivamente con el polimorfismo rs1979277 del gen
SHMT1, disminuyendo el riesgo de fisuras labio palatinas no sindrémicas, lo que se
traduce en que la interaccion entre los alelos menores de ambos polimorfismos tiene

un efecto protector para este fenotipo en una poblacién chilena.

En cuanto al segundo objetivo, no se observo evidencia de interaccion a nivel global
para los tres genes en forma simultanea sobre el riesgo del fenotipo. Sin embargo,
se determiné la presencia de interaccion entre los genotipos GG-CT-GG, de los
SNPs MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133) y SHMT1 (rs1979277)
respectivamente, la cual aumenta el riesgo de FL/PNS en una poblacién chilena.

Con respecto al tercer objetivo, el sexo de los individuos no tuvo efecto en el riesgo
de FL/PNS cuando las combinatorias se analizaron por pares de polimorfismos ni
para los tres en forma simultanea a nivel global. No obstante, hubo diferencias en
el riesgo cuando los polimorfismos MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133) y
SHMT1 (rs1979277) interactuaron con sus respectivas combinatorias de genotipos;
aumentando el riesgo de FL/PNS en la combinatoria GG-CT-GG en mujeres y AG-
CT-GG / AG-TT-GG en varones. Concordando en que la susceptibilidad al fenotipo
aumenta cuando se porta una o dos copias del alelo menor en los SNPs MTR-
MTHFR y dos copias del alelo mayor en SHMT1. Por otro lado, la combinatoria AA-
CC-GA resulto protectora en varones; la cual, al contrario de los genotipos de riesgo,
se caracteriza por contener dos copias del alelo mayor de los SNPs de MTR-
MTHFR y una copia del alelo menor del SNP SHMT1.
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9. ANEXOS

9.1. 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

i COMITE ETICO
DN TOLOGEA CRTIE
LOGIA | CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME N™:2017/07

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

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

Or. Eduardo Femandez Dr. Marco Comejo Dr. Mauricio Baeza
Presidente CEC Vicepresidenie CEC Membro Permanente CEC
Sr. Roberto La Rosa Dr. Alfredo Molina Sra, Rebeca Galarce
Mizmbro Permanenie CEC Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC
Dr. Juan Estay Dra. Viviana Toro Or. lgnacio Araya
Miembro Permanente CEC Miembiro Alterno CEC Miembro Alema CEC

2. Fechade Aprobacion: 30/05/2017
Titule 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 Odontologia — Universidad de Chile
5. Documentacion Revisada:
¥ Proyecto
= Consentimiento Informado (Cl)
Curriculo del investigador responsable y coinvestigadares
Mamina 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 metodologicos y éticos:

» Espedficar el criterio de inclusion para el grupo control,
» Realizar correcciones ortograficas 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"

Dr. Eduardo Fomﬁ_miez
lenteCEQ

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

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Cam pus 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°1 170805 (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 Odontologicas,
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 facilidades para el
manejo y desecho del material biolégico 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 desarrollo del proyecto.

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

A\ war e, .ﬁlk:w\; e
Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta

Facunad de Odomologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fono 29781792-297 81832, Fax: 29781748, Santiago
hto: flodomobgas uchile cf
Facuitad de Clencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Uvingstane P. 1007, iIndependenda, Fano 29781793 Fax: 29781748,
Saniago. Mtp J/ waw.quimica uchile. d/
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9.2. Anexo 3. Consentimiento informado.

ersidn 2 16032017

“i I.‘.I.l.lllﬁl\.l.'| _
i DO TOLOGIA
b USIVEEHDAD O CHILL

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

PATROCINANTE: Concurse FONDECYT Regular 2017

Nombre del Investigador principal: Dr. José Suazo Sanhueza

RU.T.: 13.033.606-K

Institucian: Institute  de  Investigacidn  en  Ciencias Odontoldgica,

Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Semio
Livingstone # 943, Independencia, Santiago.

Teléfono: 220781758

Nombre del Participante:

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

+« |nformacidn (proporciona informacion sobre el estudio para usted).
Farmulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar),
« Formulariode Asentimiento {menores entre 14 v 18 afios),

L, 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 investigacion cuyo objetive es conocer las causas
genéticas y ambientales de este problema de nacimiente conocide como fisuras omofaciales,
también conocidas como labio leporing y paladar fisurado. En otras palabras, intentamos averiguar
cudl es & origen hereditaric de esta enfermedad y =i hay alguna causa, por ejemplo, de ongen
nutrcional,

Le proporcionaré informacidn v lo 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 cuakguier
persona de su confianza, Este proceso se conoce como Consentimiento Informade y puede que
contenga téminos que usted no comprenda, por kb que sientase con la absoluta libertad para

preguntar sobre cualquier aspectoque le ayude a aclarar sus dudas al respecto., =T

Una vez aclarada todas sus consultas vy después que haya comprendido los uhi&tiupé: i3

Investigacion v si usted desea participar, se le solicitard que firme este formulario. 13 ¢
DE
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Justificacion de laInvestigacion

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

Objetive de la Investigacion

Esta investigacion tiene por objetivo conocer las causas geneticas y ambientales de este problema
de nacimiento conocido como fisuras omfaciales. En otras palabras, avenguar cudl es el origen
tanto hereditario como nutricional de esta enfermedad. Especlficamente buscaremos si existen
cambios en factores genéticos (o genes) que participan en la formacion de la cara cuando se esta
desarmallando el feto durante el embarazo. Ademas queremaos averiguar si la falta de un nutmnt&
(lamado folato) tiene relacidn con este defecto. Para ello necesitamos una muestra de.s
genético o ADMN vy de su plasma (parte liquida de la sangme), ademas de una en :
alimentos que ha consumido en los dltimos meses, Este estudio incluird a un gnipo’de
250 personas oon este problema vy sus madres y padres. Dado que usted o S!.r'
estas caracieristicas es que lo estamos invitando a panicipar,

Beneficio de la Investigacion. 6% ,,{,ar‘@'
Usted no se beneficiard por participar en esta investigacidn médica. Sin embargo, la mfzn'na"s‘n
que se obtendra sera de utilidad para conocer mas acerca de esle problema de nacimiento, Esto

podria, eventualmente en el futuro, beneficiar a muchas familias con esta condicion.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

5i Ud, acepla participar en este estudio e les realizard una encuesta para recopilar informacion
basica de contacto (nombre, domicilio, teléfono de contacto) v sobre su familia (como si hay casos
de este problema o similares) y se les solicitard, =40 por una vez, una pequedia muestra de 5 ml de
sangre (lo que equivales a una cuchara de té), Ademas a los padres se le hard una encuesta sobre
los alimentos y sus porciones que ha consumido en los Otimos 6 meses. En & caso de los nifios
pequefios, se tomara de 2 ml saliva (lo que equivale a menos de una cuchara de t&) o de la parte
interior de su mejilla (que =& toma con una especie de cotonito de algoddn). En el caso de su hija o
hijo recién nacido, se tomara una muestra de sangre de 5 ml del corddn umbilical, Todos estos
procedimientos sdlo tomaran algunos minutos.

Desde la sangre y saliva se extraersd el material gendtico que sera analizado en nuestro laboratorio,
La muestra de sangre de los recién nacidos y de los padres también se usard para medir
componentes lamados folatos.

Sus datos y la muestra de su material genético y sangre seran usadas Onica y exclusivamente para
el propasito de esta investigacion y no se haran otros estudios geneticos. Las muestras seran
almacenadas por un maxime de 15 afios, en e Laboratorio de Biologia Celular v Molecular,
Instituto de Investigaciin en Ciencias Odontoldgicas, Facultad de Cdontologla, Universidad de
Chia bajo la req:msabindad dal Du' Jn-sé- Suazo, 5i en el future son usadas para pmp-ﬂmus

uzarla firmando un nuevo consentimienta.

Riesgo da la Investigacion,
La toma de una muestra de sangre de la vena tiene riesgos minimos para '
dolor en &l sitio d& puncidn, hamatuﬂas (moretones) y rara wez inf&cdﬁﬂ :

procedimiento, Por ello los riesgos para usted son minimas, En el caso de la toma de-imuésta de
sangre de cordon del recien nacido, este es un procedimients de rutina en cada parto que no

Pidgina & de 5
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implica riesgo alguno para el nific{a) ni para la madre. En el caso de la muestra de saliva o de la
mejilla no genera ningln problema para su salud, no produce dolor ni posibilidad de infeccidn. Por
ello los riesgos para usted son minimas,

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusidn seran: ser chileno vy presentar el diagnastico de fisuras omfaciales no
acompafadas de otras anomallas incluyendo sus padres y madres bioldgicas. —
Los criterios de exclusidn seran: chilenos o extranjeros con olras anma.lfjﬁ: e s
craneofacial que no correspondan a esta malformaciones o que estén aswad_n;g :-dm?‘—-

Confidenclalidad y difusién de datos. y
La informacién obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion dépa
personales vy los resultados de s estudios geneticos vy sanguineos), sera manieida car
confidencialidad por el investigador. El nombre vy datos personales de usted n‘“dis i'e
codificados para el uso en este estudio y no sern identificados pdblicarmente, Los resultados
emanados de este estudio podrin ser publicados en revistas cientificas, pero su nombre no sera
CONOGido,

Aclaraciones
+ La participacion es completamente voluntaria,

Mo habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencidén wo participacion.

& Toda informacion que se extraiga de su ficha clinica serd axtraida por el profesional quien
ha realizado su tratamiento desde que usted o su hija/hijo ingresd a este centro y no por
ofra persona.

+  Siusted decide puede retirarse del estudio cuando lo desee,

+ Mo tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

& No recibird pago por su participacian,

+ Usted podra solicitar informacidn actualizada sobre el estudio, al investigador responsable,

+ Lainformacion obtenida de la Investigacidn, respecto de la identificacion de pacientes, sera
rmantenida con esticta confidencialidad por los investigadores,

+ Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si ko
desea, firnar la Carta de Consentimiente 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 fouchi@odontologia.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada en el
Administrativo de la Facultad de Odontologla, Universidad de Chile en calﬁﬂ
943, Comuna de Independencia.
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Carta de Consentimiento Informado (Mayores de 18 aiios)

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

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y que mls preguntas han
sido respondklas de manera satisfactoria,

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 evolucion de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera
necesarna y al criterio del investigador,

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

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

2. He sido informado(a) y comprendo la necesidad y fines de ser atendidd,
3. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar. A
4. Conozeo los beneficios de participar en la Investigacion N
5.

6.

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 participacion, He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
nomativa vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella,

Nombre dd Invesigadar Principal;
Firma:
Fecha:

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacidn o de su representanie
Firma:
Fecha:

Pagina 4 de 5

41



Versidn 2 1603207

Asentimiento (mayores de 14 afos y menores de 18 anos)

Somos investigadores de la Universidad de Chile y queremos invitarte a patticipar 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 wer con la formacidn de la cara. Para ello te preguntaremos algunos
datos a ti o a tu mam4a oa tu papd y te pediremos que nos des un poco de tu sangre o de saliva en
un tubo o un paquefio aspado de la parte de adentro de tu mejilla, Esto pama estudiar &l material
genetico de tus ceélulas (conocido como ADMN) v saber si hay algun cambio que pueda estar
produciendo tu condicidn.

Sacar la sangre puede producic un poco de dolor, pero la muestra de saliva no produce dolor ni
molestias, Estos procedimientos son rapidos v fu familia no tendra que pagar nada, Si decides
participar, tu ayuda nos hard tener informacidn para ayudar en el futuro a otras personas con tu
condicin,

Ten siempre en cuenta que tu paricipacién el voluntara, es decir, que nadie puede obligarte a
participar. Si decides no acepiar tampoco tendris problemas con el tratamiente que estas
siguiendo en este lugar,

Sino tienes preguntas que hacer o todas han sido respondidas claramente, puedes lienar los datos
mas abajo y poner tu fima, T

Muchas gracias.

Nombre del Paciante:

Firma:
Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sia) la naturaleza de la
investigacidn, le he explicado acerca de los riesgos v beneficios que implica su participacidén. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda, Acepto que conozco la
nomativa vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a lla,

MNombre del Investgadar Principal:
Firma:
Fecha:

Mamitre del Direcior del establecimienio donde realiza ka invesigacidn o de su epresenianie
Firma:
Fecha:
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