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RESUMEN

Antecedentes: Las malformaciones congénitas son alteraciones anatomicas
que ocurren en la etapa intrauterina y que pueden ser alteraciones de 6rganos,
extremidades o sistemas, debido a factores medioambientales, genéticos,
deficiencias en la captacion de nutrientes, o bien consumo de sustancias
nocivas. Aqui se hablara de Labio y Paladar Hendido (LPH). Objetivo: Definir y
validar la heterogeneidad de marcadores genéticos de los genes IRF6 y
SUMOL1 en 94 muestras de epitelio bucal de poblacion sin LPH en la ciudad de
Querétaro. Metodologia: Toma de muestras de epitelio bucal de 94 pacientes
sin Labio y Paladar Hendido en la ciudad de Querétaro. Con la obtencion de
ADN epitelial se procedio a validar los marcadores genéticos de los genes IRF6
(Interferon Regulatory Factor 6) y SUMO1 (Small Ubiquitin-like Modifier 1).
Resultados: Se obtiene un banco genético sin precedente en la ciudad de
Querétaro. Se realizo la validacion genética y como no se cumplié con la ley del
equilibrio genético de Hardy-Weinberg, dio como resultado una poblacién
mestiza homogénea. Conclusiones: la poblacion mestiza de la ciudad de
Querétaro no resultd heterogénea, no se realizé una mezcla realmente al azar,
lo cual no cumple con uno de los principios de la Ley de Hardy-Weinberg. Esto
servira para futuras investigaciones ahora tomando en cuenta otros

marcadores genéticos.



SUMMARY

Background: Congenital malformations are anatomical changes occurring in
the intrauterine stage and can be altered organs, limbs or systems due to
environmental factors, genetic deficiencies in nutrient uptake or substance
abuse. Here you will be discussed Cleft Lip and Palate (LPH). Objective: To
define and validate the heterogeneity of genetic markers and genes IRF6
SUMOL in 94 samples of oral epithelium in population without LPH in Queretaro
city. Methodology: Sampling of oral epithelium of 94 patients without cleft lip
and palate in the city of Queretaro. By obtaining DNA epithelial procesed to
validate genetic markers IRF6 (Interferon Regulatory Factor 6) and SUMO1
(Small Ubiquitin-like Modifier 1) genes. Results: A gene bank is obtained
unprecedented in the Queretaro city. Genetic validation was performed and as
not complied with the law of genetic Hardy-Weinberg resulted in a
homogeneous mestizo population. Conclusions: mixed population of
Queretaro city was not heterogeneous, a mixed did not really random, which
does not meet one of the principles of Hardy-Weinberg principle. This will serve

for future research now taking into account other genetic markers.
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INTRODUCCION

A lo largo de los afios el mundo entero se ha enfrentado a diferentes
problematicas, para este caso especifico, se habla de las enfermedades y

padecimientos que afectan la salud.

En este proyecto se aborda uno de los padecimientos que guarda mayor

complejidad puesto que se trata de una enfermedad multifactorial.

Se ha informado que la prevalencia de labio paladar hendido es de 1:1000 en
Estados Unidos y en Colombia en pacientes recién nacidos, por lo tanto ha
sido objeto de innumerables estudios en todo el mundo. Es un defecto
congénito frecuente que afecta a las estructuras maxilofaciales del hombre,
cuya etiologia es bastante compleja, involucrando tanto factores genéticos
como ambientales; a pesar de la existencia de una gran cantidad de estudios e
investigaciones sobre los eventos biolégicos que regulan el desarrollo del labio
y el paladar, siguen siendo pocos conocidos las variables que desencadenan la

formacion de labio paladar hendido.

El labio hendido con o sin paladar hendido (mas comin en sexo masculino)
ocurre en 1:1,000 nacidos, mientras que el paladar hendido (mas comudn en
sexo femenino) solo ocurre en aproximadamente 1:2,500 nacidos. En México
ocurre 1 caso por cada 850 nacidos, 9.6 casos nuevos por dia, y 3,521 casos
al aflo. En México, 70% de los labios hendidos unilaterales se asocia con
paladar hendido, 85% de los labios hendidos bilaterales se asocia con paladar
hendido. S6lo se conoce la causa en el 25% de los casos, mientras que en el
75% restante la causa es multifactorial y en el 20 al 25% de los casos existe

algun antecedente familiar. (Gomez y Gutiérrez, 2013)

En los ultimos afios y gracias al avance de la herramientas moleculares y de un
mayor conocimiento de genética poblacional, se han podido identificar varios
genes gue estan involucrados en la formacién y desarrollo orofacial, evaluando
a su vez el papel que podrian tener en la formacion del labio paladar hendido

sindrémico y no sindrémico.



El mundo avanza, y como tal, la ciencia e investigacion deben realizar trabajos
a marchas forzadas para conseguir mayores beneficios a la poblacion. La
poblacion necesita de mayor investigacion que trate de eliminar los problemas

gue la amenazan.
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MARCO TEORICO

El estado de Querétaro se ubica en la porcion central de la Republica
Mexicana. Su capital es la ciudad de Querétaro que se localiza a 183 km al
noroeste de la Ciudad de México. Limita al norte con el estado de San Luis
Potosi, al oriente con el estado de Hidalgo, al suroriente con el Estado de
México, al sur con el estado de Michoacan y al poniente con el estado de
Guanajuato. Su extension territorial comprende una superficie de 11270 km2,
por lo que se clasifica el vigésimo séptimo lugar de las entidades federativas

del pais.

En la ciudad de Querétaro corresponde un clima seco y semi seco, por estar a
una altitud de 1800 m sobre el nivel del mar, La temperatura media anual es de
18° C, la lluvia anual es de 450 a 630 mm con precipitacibn maxima en los

meses de julio y agosto.

La ciudad de Querétaro fue hasta el afio 2010 donde se proyectd mayor
crecimiento econémico, trayendo como consecuencia, la mayor instalacion de
fabricas transnacionales de todo el mundo y esto desencadend el arribo de
trabajadores de diversas nacionalidades. Esto tendra como consecuencia que
en un futuro cercano, la convivencia entre razas, originard una poblacion

genéticamente heterogénea.

Las malformaciones congénitas son alteraciones anatémicas que ocurren en la
etapa intrauterina y que pueden ser alteraciones de érganos, extremidades o
sistemas, debido a factores medioambientales, genéticos, deficiencias en la

captacion de nutrientes, o bien consumo de sustancias nocivas.

Las malformaciones congénitas se conocen desde los albores de la
humanidad, tal como lo muestran los grabados y figurillas testigos de pasadas
civilizaciones, encontradas en diversas partes del mundo. Algunos consideran

que las fisuras labiopalatinas datan del afio 2000 a.n.e. (Lewin, 2001)

El nacimiento de un nifio malformado siempre ha causado consternacion, pero
la explicacion que de este fendmeno ha variado en las diferentes épocas, de

acuerdo con los conceptos magico-religioso o filoséficos prevalentes. Asi, en
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algunas culturas un nifio malformado era considerado un ser impuro, que no
debia vivir y entonces era destruido; mientras que en otras, por el contrario, era

deificado y adorado.

En algunas religiones se considera como fruto del pecado, y por tanto como
castigo divino; mientras que en otras era presagio de futuros acontecimientos,
por desavenencias entre los dioses o por guerras césmicas. A mediados del
siglo XIX nace la teratologia como la ciencia que trata las monstruosidades, y
en las ultimas décadas se ha acufiado el término de dismorfologia para
referirse a la ciencia que estudia las malformaciones congénitas. Se consideran
malformaciones congénitas, aquellos defectos estructurales presentes en el

nacimiento. (Lewin,2001)

Fig. 1 Descripcion labio y paladar hendido.

Para entender como las alteracion genéticas conducen a la formacion de CL/P
(por sus siglas en inglés cleft lip and plate) es importante conocer como se lleva
a cabo la formacién del paladar y del labio superior en estado embrionario y

condiciones normal. (Escobar, et al, 2013)

Durante las etapas iniciales de la formacion del embrién, este presenta una
depresion ectodérmica denominada estomodeo que estd constituida por la
cavidad bucal y la nasal aun sin separacion entre ella. La palatogénesis
permite que el paladar recién formado establezca una divisién entre las dos

cavidades dando origen a la boca y la nariz.

Se sabe que el primer arco faringeo comienza su desarrollo a partir de la
tercera semana de gestacion, este se divide en un proceso mandibular el cual
es inferior y un proceso maxilar superior. El proceso mandibular se fusiona

aproximadamente a las 4 semanas, formando asi la mandibula y el labio
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inferior; el labio superior y el paladar involucran al proceso maxilar y nasales
mediales donde se fusionan en la linea media, formando asi el labio superior y
el paladar primario. Asi mismo se da la primera sefial para el desarrollo del
paladar secundario, con la extension de los procesos maxilares de las crestas
palatinas, las cuales se forman inicialmente a ambos lados de la lengua en
desarrollo. Estos ultimos, para la séptima semana, se elevan a una posicion
horizontal por encima de la lengua y se fusionan en la linea media, formando
una sutura epitelial, la cual degenerard permitiendo la continuidad del
mesénquima en el paladar, este mesénquima se diferencia luego en elementos
musculares y 0seos, los cuales correlacionan con los paladares blandos y

duros. (Torres y Otero)
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Fig. 2. Esquema procesos maxilar, mandilar y arcos faringeos.

El labio y paladar hendido es una de las malformaciones congénitas mas
comunes, tiene una incidencia del 2-3% y se considerada la anomalia
craneofacial mas frecuente. Se considera que las fisuras labio palatinas son el
resultado de la no union de los procesos centrales y laterales de la cara
durante la 6ta. y 10ma. semanas de vida embriofetal. Las zonas
comprometidas por las fisuras bucales comunes son: el labio superior, el
reborde alveolar, el paladar duro y el paladar blando. (Gomez y Gutiérrez,
2013).

Cualquier falla en los pasos anteriormente mencionados conducira a la
formacion de fisuras palatinas, labiales o la combinacion de ambas. La
variadisima morfologia a que pueden dar Ilugar las fisuras labio-
alveolopalatinas por implicar la deformidad de 4 estructuras diferentes: el labio,
el proceso alveolar, el paladar duro y el paladar blando, unido a la posibilidad
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de que la alteracidén sea unilateral o bilateral, ha sido siempre un desafio para
gue se adoptara universalmente una clasificacion Unica; y si a esto se afade la
moderna idea de que la clasificacion debe estar basada no en los hechos
anatomicos del feto a término, sino en los datos embriologicos que han dado
lugar a la deformidad, resulta que practicamente cada estudioso de este

problema ha hecho su clasificacion propia.(Pantoja, et al, 1997)

Las zonas comprometidas por las fisuras bucales comunes son el labio
superior, el reborde alveolar, el paladar duro y el paladar blando. Ligeramente
mas del 50% son fisuras combinadas del labio y el paladar, y aproximadamente
la cuarta parte de ellos es bilateral. Las fisuras aisladas del labio y el paladar
constituyen el resto de las variedades que se ven. Se ha comprobado que las
fisuras de labios son mas frecuentes en los varones, mientras que las fisuras
aisladas del paladar son mas comunes en las mujeres. Igualmente, el
compromiso del labio fisurado es mas frecuente del lado izquierdo que el
derecho. (Pantoja, et al, 1997)

Estos fenbmenos carecen de explicacién, y la causa subyacente de la
deformidad se comprende sélo de una manera parcial. La falta de union de las
partes que normalmente forman el labio y el paladar, se produce en un

momento temprano de la vida fetal.

Hace tiempo, los médicos sélo se preocupaban por lo que descubrian en la
exploracion fisica, auscultacion e interrogatorio al paciente o en los estudios de
laboratorio. En la jerga genética, los signos y sintomas del paciente
corresponden al fenotipo. Hoy es posible definir el genotipo de la persona, que
es la informacion real inscrita en 2 m de DNA enrollado y presente en cada
célula del cuerpo, los espermatozoides y 6vulos maduros contienen soélo la

mitad de la cantidad total. (Lawrence, et al, 2006)

La importancia de la contribuciébn genética varia en gran medida entre los
fenotipos humanos, hay en desarrollo métodos para identificar el gen afectado
en rasgos complejos y enfermedades mas comunes, ademas de que no puede
ignorarse la importancia de las interacciones entre ambiente y genotipo en la
produccion de fenotipos, a pesar de la falta de conocimiento sobre los

mecanismos reales.
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Los miles de millones de nucledtidos en el nucleo de una célula se organizan
de modo lineal a lo largo de la doble hélice del DNA, en unidades funcionales
llamadas genes. A cada uno de los 35000 genes humanos lo acompafan
varios elementos reguladores que controlan la activacion del gen para producir
RNA mensajero por medio de un proceso llamado transcripcion. En la mayoria
de los casos, el RNAm es transportado del nucleo al citoplasma, donde su
informacion genética se traduce en proteinas, las cuales realizan la funcion que
a final determina el fenotipo. Por ejemplo, las proteinas sirven como enzimas
gue ayudan al metabolismo y a la sintesis celular, como elementos que se
unen al DNA para regular la transcripcion de otros genes; como elementos
estructurales de las células y la matriz extracelular, y como moléculas
receptoras para la comunicacion intracelular e intercelular. Los cromosomas
son los vehiculos en que los genes se transportan de generacién en
generacion. Cada cromosoma es un complejo de proteinas y acidos nucleicos
en el cual una doble hélice de DNA sin roturas se enrolla en un espacio mucho
menor que la misma longitud extendida del mismo. Dentro del cromosoma
ocurren procesos muy complicados, tales como: la replicacion, recombinacion y
transcripcion del DNA. En el nucleo de cada célula somatica, los humanos
normalmente tienen 46 cromosomas, dispuestos en 23 pares. (Lawrence, et al,
2006).

Fig. 3. Forma de doble hélice del ADN

La naturaleza basica de un gen fue definida por Mendel hace ya méas de un

siglo donde resume en 2 sus leyes, el gen fue identificado como un “factor
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particulado” que se transmitia sin modificaciones de los padres a su

descendencia. (Garcia, et al, 2012)

En los organismos diploides que tienen dos series de cromosomas una copia
de cada cromosoma es heredada por cada padre, siguiendo el mismo
comportamiento que se evidencia en los genes, diciendo que son los

cromosomas los que contienen los genes.
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Fig. 4. 23 pares de cromosomas.

Los estudios genéticos han permitido construir un mapa de conexiones que
enlaza todos los genes portados por un cromosoma, el mapa genético de un

grupo de ligamiento se corresponde con su existencia fisica en el cromosoma.

La cifra y disposicion de los genes en cromosomas homélogos son idénticos,
aunqgue las secuencias reales codificadoras de genes homadlogos no lo sean.
Las copias homélogas de un gen se llaman alelos. Cuando se comparan
alelos, debe especificarse el grado de anadlisis en que se realiza dicha
comparacion. Cuando los alelos son idénticos, porque sus secuencias
codificadoras no tienen variantes, el individuo es homocigoto para ese locus. A
un nivel mas burdo, los alelos pueden ser idénticos en el aspecto funcional, a
pesar de variaciones sutiles en la secuencia de nucleotidos. Esto origina que
sean idénticas las proteinas que se producen de los dos alelos o que cualquier

diferencia que haya en la secuencia de aminoacidos no modifique la funcion de
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éstas. Si se analiza al paciente al nivel del fenotipo proteinico, otra vez se
puede hablar de alelos homocigotos. En cambio si el analisis implica el estudio
de ADN, como ocurre en el analisis con enzimas de restriccion o en la
secuencia de nucledtidos, entonces, y a pesar de la identidad funcional, los

alelos se consideran diferentes y el individuo es heterocigoto para ese locus.

La coordinacion, especificidad anatomica y la precision de tiempo molecular
gue se requiere en la patogénesis va a determinar la correcta sefializacion para
el desarrollo normal, entre las multiples vias de sefalizacion se incluye Shh,
FGF, y el factor de crecimiento transformante (TGF), éste esta asociado con las
hendiduras craneofaciales en humanos los cambios en el TGF-3. Si existe
alguna falla en este gen es probable que el origen de la patogénesis del
paladar se dé, usualmente llamado fisura del paladar, asi como también se ha

relacionado la sefializacion de las proteinas del Wnt. (Garcia, et al, 2012)

Por analisis de ligamentos en familias con mas de un individuo afectado, se
han podido relacionar algunos loci con mayor susceptibilidad a la aparicion de
labio paladar hendido, se ha reportado la asociacidén con el gen de endotelina-1
localizado en el cromosoma 6, el cual codifica para un péptido vaso activo
expresado en las células endoteliales vasculares. Se han realizado estudios en
ratones donde muestra hipertensién y defectos craneofaciales como la

reduccion en tamarfio de lengua y fisura palatina.

Estudios genético-familiares en humanos de casos de labio paladar hendido
han mostrado que no hay un solo locus implicado en estas alteraciones, sin
embargo se han realizado estudios en ratones donde han mostrado que la
funcion anormal de un gen particular puede tener un papel importante en la
etiologia de las fisuras orales. Como promedio la frecuencia de las
malformaciones congénitas "mayores” presentes al nacimiento, es de
aproximadamente el 3 % si consideramos solo a recién nacidos Vivos,
naturalmente esta frecuencia aumenta si se tienen en cuenta los Obitos y los

abortos. (Torres y Otero)

La naturaleza de la contribucién genética en la etiologia del labio/paladar no
sindromico sigue siendo hoy en dia muy discutida, algunos investigadores han

sugerido un modelo de herencia multifactorial, mientras que otros sugieren un
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modelo autosémico dominante con o sin contribuciones multifactoriales y de
asociacion en casos de labio paladar hendido no sindrémico han sugerido
diferentes locus para fisuras sobre diferentes regiones cromosomicas tales

como 2p, 4q, 6p, 17qy 19q. (Davalos, et al, 2009)

Los genes SUMO1 e IRF6 han sido identificados en varios desordenes, tales
como: labio y paladar hendido no sindrémico, céancer labial, etc. (http:/
www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SUMO1#diseases
=IRF6#diseases)

LEY DEL EQUILIBRIO GENETICO DE HARDY-WEINBERG

El equilibrio de Hardy-Weinberg, es también conocido como equilibrio
panmictico, fue estudiado a principios del siglo XX por diferentes autores, pero

fueron Hardy, un matematico y Weinberg, un fisico quienes lo establecieron.

La ley de Hardy-Weinberg establece que en una poblaciéon suficientemente
grande, en la que los apareamientos se producen al azar y que no se
encuentra sometida a mutacion, seleccién o migracioén, las frecuencias génicas
y genotipicas se mantienen constantes de una generacién a otra, una vez
alcanzado un estado de equilibrio que en loci autosémicos se alcanza tras una

generacion.

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico para genética de
poblaciones. El concepto de equilibrio en el modelo de Hardy-Weinberg se

basa en las siguientes hipotesis:

1. La poblacion es panmictica (todos los individuos tienen la misma

probabilidad de aparearse y el apareamiento es al azar, panmixia).

2. La poblacién es suficientemente grande (para minimizar las diferencias

existentes entre los individuos).

3. La poblacion no esta sometida a migracién, mutacién o seleccion (no hay

pérdida ni ganancia de alelos).
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4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de

generacion en generacion.

Bajo estas circunstancias las poblaciones genéticas se mantienen en equilibrio.

GAMETOS p (A) q(a)
p (A) p2 (AA) Pq (Aa)
q(a) Pq (Aa) g2 (aa)

Tabla No. 1 Descripcion de la Ley del Equilibrio Genético de Hardy-Weinberg.

Las condiciones de base para la aplicacién de la ley de Hardy-Weinberg rara

vez se dan en una poblacion natural:

e Se dan fluctuaciones aleatorias en las frecuencias génicas dado el
tamafio finito de wuna poblacion. A este error de muestreo
intergeneracional se le llama deriva génica.

e Rara vez se cumple el requisito de panmixia, ya sea por cruzamiento
preferencial (puede ser endogamia, 0 sea, cruzamiento preferencial
dentro de un grupo definido, o exogamia, es decir, cruzamiento fuera de
dicho grupo) o seleccion sexual.

e En muchos casos, existe una tasa de éxito diferencial en la perpetuacion
de ciertos alelos. Esta diferencia constituye la seleccion natural.

e Las mutaciones ocurren a menudo con mayor frecuencia en cierta
direccion.

e La migracion da lugar a la introduccion de nuevas variedades génicas en

una poblacién.

El labio y paladar hendido es una de las malformaciones congénitas mas
comunes, representa el 2-3%. Es considerada la anomalia craneofacial mas
frecuente. El labio y paladar hendido pueden ocurrir juntos o separados. El

labio hendido con o sin paladar hendido ocurre en 1:1,000 nacidos. El paladar
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hendido sélo ocurre en aproximadamente 1:2,500 nacidos. El labio hendido
(con o sin paladar hendido) es mas comun en el sexo masculino mientras el
paladar hendido es mas comun en el sexo femenino. En México ocurre 1 caso
por cada 850 nacidos, 9.6 casos nuevos por dia, y 3,521 casos al afio. Los
mexicanos afectados de labio y paladar hendido son 139,000. 70% de los
labios hendidos unilaterales se asocia con paladar hendido. 85% de los labios

hendidos bilaterales se asocia con paladar hendido (Alarcén, 2010)

De los pacientes que padecen labio y paladar hendido en el 25% de los casos,
se conoce la causa. En el 75% de los casos la causa es multifactorial y en el 20
al 25% de los casos existe algun antecedente familiar (Alarcon, 2010)

La literatura coincide en que la reparacion quirargica de un paciente con labio
hendido no es una urgencia. En la actualidad la reparacion primaria de labio
hendido se realiza alrededor de los 3 meses de edad. Se recomienda que los
nifios sean mayores de 10 semanas de edad, peso de por lo menos 4.5 kg (10
Ib) y valores de hemoglobina mayor a 10 g/dL (Alarcén, 2010)
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JUSTIFICACION

Pese a la cantidad de estudios de asociacion genética a nivel mundial, en
México se carece de informacion sobre este tema, asi como tampoco se cuenta
con una base de datos que permita establecer politicas de salubridad
orientadas a la prevencion temprana de esta condicibn mediante el

conocimiento previo de factores que predispongan a sufrir este padecimiento.

La poblacion mexicana en su gran mayoria es de composicién genética mixta,
por lo que la extrapolacion de los estudios en poblaciones con un trasfondo
genético homogéneo no es facilmente extrapolable a las caracteristicas y

necesidades de la poblacion mexicana.

La identificacién y posible asociacion de los genes IRF6 (Beaty et al. 2010) y
SUMOL (Suzuki et al. 2009) en pacientes queretanos es de importancia crucial
por ser un problema de salud publica dada su elevada frecuencia, pudiendo
ayudar al personal de salud a un posible diagndstico temprano de la patologia.
Esto también esperamos que contribuya al establecimiento de programas de
consejo genético dirigidos los padres de los pacientes afectado por LPH y que
les permita tomar decisiones informadas ante la existencia del riesgo.
Asimismo, esperamos efectuar analisis posteriores que permitiran establecer la
relacion entre la frecuencia de este padecimiento y su relacion con otras
enfermedades, como el cancer de mama, cerebral y de préstata, asi como
también con padecimientos mentales de alta incidencia en la poblacion

mexicana.

HIPOTESIS

Los genes IRF6 y SUMO1 estan asociados a la patologia de labio paladar
hendido.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar si los genes IRF6 y SUMOL1 estan asociados a la patologia de labio
paladar hendido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir y validar la heterogeneidad de marcadores genéticos de los
genes IRF6 y SUMO1 en la poblacion sana en la ciudad de

Querétaro.

e Determinar la frecuencia de marcadores genéticos previamente
validados de los genes IRF6 y SUMO1 en poblaciones sanasy que
presenten la patologia del labio y paladar hendido en la ciudad de

Querétaro.
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METODOLOGIA

Se trata de un estudio observacional descriptivo. Encuesta transversal

DEFINICION DEL UNIVERSO

Las poblaciones control y que presentan la patologia del LPH a estudiar fueron
seleccionadas a partir de los pacientes atendidos en la Clinica Odontologica de
la FMUAQ. Las muestras, datos clinicos, personales y derivados de este
estudio seran tratados segun los lineamientos internacionales de ética para el

uso de material e informacion genética (McGuire y Beskow. 2010).

TAMANO DE LA MUESTRA

Se tomaron muestras de 26 pacientes con Labio Paladar Hendido y 94
provenientes de pacientes sin dicha patologia siendo estos sus familiares
directos, llamese padres, hermanos y/o hijos.

Estos pacientes fueron seleccionados basandose en tres criterios de inclusion:

e Obtencion del consentimiento informado.
e Diagnostico o ausencia del padecimiento.
e Posibilidad de atender a una segunda cita para colecta de muestra de

sus familiares mas cercanos.
Se excluyeron a los pacientes que presentaban LPH sindromico
Los criterios de eliminacién fueron:

¢ Que el paciente decidiera ya no participar en la investigacion.
e Que el paciente presentara anomalias cromosOmicas en el locus de

interés.

¢ Que fuera incapaz de atender a la toma de muestra.
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DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA

VARIABLE TIPO DE ESCALA DE | UNIDAD | DEFINICION

VARIABLE MEDICION
Determinacion | Experimental % Frecuencia de homocigotos
del Alelo para uno u otro alelo y

heterocigoto en la poblacion

Lugar de Cualitativa Razon Rural o Exposicion a agentes
residencia Urbana mutagénicos
Tabaquismo Cuantitativa Razon Si/No Se busca el factor ambiental

gue incida en la enfermedad.

Bebidas Cuantitativa Razén Si/No Se busca el factor ambiental
alcohdlicas gue incida en la enfermedad.
Servicios Cuantitativa Razén Si/No Se busca el factor ambiental
basicos gue incida en la enfermedad.

Tabla No. 2 Definicion de variables

RECURSOS MATERIALES
e DNA de pacientes
e Historias Clinicas de los pacientes
e Laboratorio equipado para andlisis genéticos

e Computadora

PRESUPUESTO
SODIUM CHLORIDE ACS REAGENT GRADE
1KG CRYSTALLINE POWDER $1,591.84
500 ML 20% SODIUM DODECYL SULFATE LIQUID $1,445.34
10X500 ML  |DISTILLED WATER (ULTRAPURE) $2,708.05
500 GM EDTA $2,016.61
500 GM $1,566.98
TRIS HYDROCHLORIDE HIGH PURITY
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CRYSTALLINE POWDER

1KG SUCROSE MB GRADE CRYSTALLINE POWDER $929.82
15ML CONICAL TUBE PP RACKED-500 UN. (CAJA) $3,055.00
50ML CONICAL TUBE PP BULK PACKAGED-500 UN. $3,119.91
1KG ACETATO DE AMONIO CRIST. RA ACS J.T.BAKER |$588.98
ALCOHOL ETILICO ABSOLUTO, ANH. RA ACS
1ILT MARCA J.T.BAKER $482.84
500 GM FENOL CRIST. RA ACS MARCA J.T.BAKER $819.42
LT CLOROFORMO RA ACS MARCA J.T.BAKER $557.10
1L 2-PROPANOLOL RA ACS MARCA: J.T.BAKER $335.94
25000 Units |Enzima Msp | $8,268.00
5000 Units  |Enzima TSPR | $9,468.00
2500 Units  |Enzima Bfa | $9,790.00
2500 Units  |Enzima Mnl | $8,687.00

Tabla No. 3 Descripcion del presupuesto requerido para la investigacién

Debido a que el presupuesto fue muy elevado se fue apoyado por el programa
FOPER UAQ 2015.

METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE LA
INFORMACION

e Revision de expedientes.

e Responder a un cuestionario donde se abordan las variables

e Colecta de muestras: Se recolectaron muestras de epitelio bucal por

enjuague con una solucién de 5 ml al 3% de sucralosa en un tubo de

ensaye estéril a temperatura ambiente.

e Procesamiento de muestras
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EXTRACCION DEL DNA

Se colocaron 3 ml de solucion TNE (17 mM milimolar Tris/Hcl (ph 8.0), 50mM
NaCly 7 mM de EDTA) en el tubo de ensaye diluida en una solucion al 66% de

etanol.

Los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm a temperatura

ambiente.

El sobrenadante se elimino, se lavd y se resuspendio el pelet en 1mm de una

solucién de TNE

Se volvié a centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos y se elimind nuevamente

el sobrenadante.

El pelet se vortexed durante 5 segundos y posteriormente se agregd una
solucion de 1.3 ml de soluciéon de Lisis que contiene (10mM tris (pH 8.0), 5%
SDS, 5mM EDTA) y después se le agregd 10 microlitros de proteinasa K (20mg
por ml).

La mezcla se vortexed por 5 segundos a velocidad media seguida por una

incubacién durante toda la noche a 55°C.

Después de la incubacion se colocé 1.4mL de la mezcla y se transfiri6 a un
tubo de 2mL.

Para eliminar la proteina se agregaron 50 microlitros de una solucién que
contiene 8 M de acetato de amonio y 1 mM de EDTA seguido de un vortexeo a

velocidad alta por 5 segundos y centrifugaciéon a 17 000 g por 10 minutos.

900 micro litros del sobrenadante se transfirieron a tubos de 1.75 microlitros

gue tienen 540 microlitros de isopropanol.

La solucién se mezclé por inversién 20 veces y se centrifugd a 17000 g por 5

minutos.

El sobrenadante se elimin6é por decantacion y el remanente por absorcion en

hoja de papel.
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Se agregaron 2 mililitros de una solucién de etanol al 70% y se lavo el pelet por
inversion, se centrifugd nuevamente a 17000 g por 5 minutos y se elimino el
sobrenadante por decantacion, el remanente se eliminé por absorcion en

toallas de papel y se dej6 secar de 45 a 60 minutos.

El DNA se resuspendioé en 100 microlitros de buffer TE (10 mM de Tris (ph 7.8)
y 1 mM de EDTA.

La concentracion y pureza se determina por espectrofotometria a 260/280

Nandémetros.

PROCESO DE SELECCION DE SNP

Se hizo una busqueda de polimorfismos Unicos de nucleétidos (SNP’s)
contenidos en los genes de interés mediante la informacion contenida en el
sitio http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/. Los SNP’s contenidos en dichos genes
fueron seleccionados como marcadores moleculares de acuerdo a cualquiera

de los siguientes criterios:

o Causen un cambio en el marco de lectura.

o No tengan un efecto en el marco de lectura.

o Se encuentren localizados en zonas regulatorias (i.e splicing,
3'UTR, 5’UTR).

En todos los casos, se seleccionaron aquellos SNP’s que causan la creacion o
delecion de un sitio reconocido por enzimas de restriccién. Este analisis se
hard mediante el programa nebcutter disponible de manera gratuita en el sitio
http://tools.neb.com/NEBcutter2/.

AMPLIFICACION POR PCR DE LA ZONA DE INTERES

Una vez seleccionados los SNP’s a utilizarse, se disefiaron un par de “primers”
para amplificar la zona alrededor del SNP (un par de primers por SNP)

mediante la técnica de PCR (“Polimerase Chain Reaction” o Reaccidén en
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Cadena de la Polimerasa) utilizando como templado en ADN colectado de
pacientes y controles. El disefio de estos primers fue mediante el programa
Primer3 del Massachusetts Institute of Technology, localizado en el sitio
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi. Toda vez disefiados,

se ordeno su sintesis a la compaiiia IDT technologies.
La longitud del fragmento a amplificarse dependi6 de:

1. La presencia de sitios 6ptimos para el disefio de los primers
2. El nimero de veces que aparezca el sitio de restriccion en la totalidad

del fragmento respecto al producido por el SNP.

En cada caso se optimizaron independientemente las condiciones para la

amplificacion de cada uno de los SNP’s escogidos.

ANALISIS POR RESTRICCION

El mapeo mediante RFLP (o polimorfismos que afectan la longitud de un
fragmento mediante restriccion enzimatica) es una técnica utilizada para
identificar diferencias en secuencias homélogas de ADN que pueden ser
detectadas por la presencia de fragmentos de distinto tamafio después de una

reaccion de restriccion con endonucleasas especificas.

Los SNP’s y las enzimas seleccionadas se encuentran resumidas en la

siguiente tabla:

Gen SNP Cambio Enzima
GEN SUMO1 | rs143825095 A/G H [His] = H [His] Mnl |
GEN IRF6 rs377332433 A/G P [Pro]=L [Leu] Bfal

Tabla No. 4 Esquema de SNP’s empleados para la validacion genética.
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ANALISIS DE VARIACION ALELICA

Para determinar la frecuencia alélica de cada uno de los marcadores
moleculares se utilizd el programa de andlisis estadistico PLINK 1.06 con un
nivel de confianza del 95%. Al mismo tiempo se realizdé un analisis estratificado
basado en edad, género, diagndstico de la fisura, y una historia fisica completa
del paciente. También fueron estudiados en los padres factores referidos por la
literatura de tipo ambiental como tabaquismo, alcoholismo, uso de &cido folico y

multivitaminicos, esteroides, anticonvulsivantes y exposicion a toxicos.

DEFINICION DEL PLAN DE PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE LA
INFORMACION.

Para conocer la frecuencia y la asociacion entre la presencia de LPH y los
genes IRF6 Y SUMO1 se pretendio obtenerlas mediante una tabla de dos por
dos en la que se incluirian 4 grupos: enfermos expuestos, enfermos no
expuestos, sanos expuestos y sanos no expuestos. La asociacion entre la
ocurrencia de la enfermedad y se realizaria a través del calculo de medidas de

asociacion.

Para presentar la informacion se realizarian cuadros en donde se mostrarian la
frecuencia de la presencia de la enfermedad (LPH) y su asociacion con los
genes IRF6 y SUMOL, pero dado el resultado, no se realizaron dichos cuadros

de asociacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al finalizar este estudio se dio como resultado la obtencion de un banco
genético con un tamafio de 94 muestras de epitelio bucal de pacientes sin LPH
no sindrémico, 39 hombres y 55 mujeres, todos ellos en triadas, esto quiere
decir, que se obtuvieron las muestras del paciente afectado mas sus padres,
hermanos y/o hijos, si por alguna razén no esta presente el padre o la madre

se obtuvieron muestras de los hermanos también.

Se analizaron 94 muestras de epitelio bucal de pacientes sin LPH para validar
la presencia de los genes IRF6 y SUMO1. Dichas muestras fueron obtenidas
de hermanos y padres de pacientes con presencia de LPH; 39 hombres y 55
mujeres, los hermanos mostraron un rango de edad entre 18 afios y 26 afios,

los padres entre 35y 57 afios.

Porcentaje por género

39 Hombres

55 Mujeres

Tabla No. 5 Gréfica de porcentaje por género de muestras control.
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Porcentaje por Parentesco

® 58 hermanas y hermanos

36 Hermanas y hermanos

Tabla No. 6 Gréfica de porcentaje por parentesco de muestras control.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los genes IRF6 y SUMO1
con sus SNP’s ya validados. Para el gen SUMOL1 fue rs143825095 vy para
IRF6 fue rs377332433. Con esta tabla se comprueba la variacion alélica no
cumplié con la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg, demostrando que las
frecuencias permanecen constantes de generacion en generacion sin cambio
evolutivo.

Tabla No. 7 Frecuencias alélicas de los genes SUMOL e IRF6.
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Siendo que la variacion alélica fue constante, los alelos dominantes, los cuales
fueron igual a 1 es como sigue: para rs143825095 fue A con la endonucleasa

Mnl |y para rs377332433 fue G con la endonucleasa Bfal.

Debido a que la variacion alélica no cumplio con la ley del equilibrio de Hardy-
Weinberg se decidié no realizar la prueba en los pacientes con presencia de
LPH ya que se consideraba que en la ciudad de Querétaro se contaba con una
poblacién mestiza de contenido genético heterogéneo, lo cual fue refutado con
este estudio, concluyendo que se tiene una poblacion mestiza pero contenido

genético homogéneo.

En comparacion al estudio realizado por Tang (2014), con un total de 1381
pacientes de Labio y Paladar Hendido no sindrémico y 2054 pacientes control
que fueron incluidos, veintisiete SNP’s fueron evaluados. Sus estudios indican
qgue los polimorfismos genéticos de SUMO 1, mayormente correlacionados al
riesgo de LPH fueron: rs12470401, rs16838917, rs12470529 y rs7572505. Por
otra parte, el analisis étnico demostré que los polimorfismos genéticos SUMO1
estaban estrechamente relacionados con un mayor riesgo de LPH entre

asiaticos y caucasicos.

Por otra parte Mijiti (2015) encontré en un grupo de 100 afectados con LPH no
sindrobmico y 60 pacientes control que los marcadores genéticos
rs7545538, rs2235373, rs223537 y rs2235377 se asocian con mayor riesgo a
LPH no sindrémico en la poblacién de Xinjiang Uygur, China.

En poblaciéon de Brasil, Brito (2012), respecto al gen IRF6 encontré una alta
asociacion para el marcador genético rs642961, mientras que para rs590223

no se detectd ninguna asociacion.

Nuestro estudio detecté que las frecuencias de los genes SUMO1 e IRF6 no
nos sirvieron como marcadores genéticos para realizar una asociacion con la
presencia de LPH no sindromico, sin embargo, es posible ir en busca de

nuevos marcadores genéticos.
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CONCLUSIONES

Al realizar este estudio se puede concluir, que por los resultados obtenidos, la
poblacién que no presenta Labio y Paladar Hendido muestra homogeneidad,
por esta razon los SNP’s: rs143825095 del gen SUMOl y rs369802663,
rs375673997, rs550521875, rs377332433 y rs200714160 del gen IRF6, no
funcionan como marcadores genéticos por no cumplir con la ley del equilibrio
genético de Hardy-Weinberg y por esta razon no se pudo realizar la asociacion
genética. Sin embargo, es de gran relevancia tener estos resultados para poder
constituir un banco genético propio de la Cd de Querétaro, del cual no hay
precedentes, sin duda, esto ayudara a continuar la investigacion, pero ahora
buscando con nuevos marcadores genéticos, con lo cual podremos ayudar

mas delante a la prevencion o deteccion temprana de LPH.

Fortalezas y Limitaciones

Dentro de las fortalezas encontramos que este estudio es el punto de partida
en la busqueda de nuevos marcadores genéticos. Por otro lado la obtencion de
muestras para la conformacién de este banco genético, se realiz6 con un
método no invasivo, mediante enjuagues bucales con una solucion de
sucralosa y asi obtener epitelio bucal que posteriormente se procesd y se
obtuvo ADN. Dentro de las limitaciones podemos observar el tamafio de
muestra el cual se considera debe ser mayor y abarcar los diferentes
municipios del estado, para lo cual se requiere un mayor recurso econémico

mucho mayor.
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APENDICE

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL PACIENTZ

NUMERO DE AFILIACION DE ANOS, - CON DOMICILIO
EN

EN CALIDAD

DECLARO i

QUE EL DOCTOR ; ME HA EXPLICADO QUE ES

CONVENIENTE PROCEDER

¥ QUE TODO ACTO MEDICO, DIAGNOSTICO O TERAPEUTICO, SEA QUIRURGICO O NO QUIRURGICO LLEVA IMPLICITO
UNA SERIE DE COMPLICACIONES MAYORES O MENORES, A VECES POTENCIALMENTE SERIAS, INCLUYENDO CIERTO
RIESGO DE MORTALIDAD Y QUE PUEDEN REQUERIR TRATAMIENTOS COMPLEMENTARIOS MEDICOS O QUIRURGICOS
QUE AUMENTAN SU ESTANCIA HOSPITALARIA. '

DICHAS COMPLICACIONES UNAS VECES SON DERIVADAS DIRECTAMENTE DE LA PROPIA TECNICA, PERO OTRAS
DEPENDEN DEL PROCEDIMIENTO, DEL ESTADO PREVIO DEL PACIENTE Y DE LOS TRATAMIENTOS QUE ESTAN RECIBIENDO
O DE LAS POSIBLES ANOMALIAS ANATOMICAS Y/O DE LA UTILIZACION DE LOS EQUIPOS MEDICOS.

ENTRE LAS COMPLICACIONES QUE PUEDEN SURGIR EN
SE ENCUENTRAN

POR LO QUE HE COMPRENDIDO LAS EXPLICACIONES QUE SE ME HAN FACILITADO EN EL LENGUAJE CLARO Y SENCILLO Y
EL MEDICO QUE ME HA ATENDIDO ME REALIZO TODAS LAS OBSERVACIONES Y ACLARO TODAS LAS DUDAS QUE LE HE
PLANTEADO.

TAMBIEN COMPRENDO QUE EN CUALQUIER MOMENTO Y SIN DAR NINGUNA EXPLICACION, PUEDO REVOCAR EL
CONSENTIMIENTO QUE AHORA PRESTO, )

POR ELLO MANIFIESTO QUE ESTOY SATISFECHO (A) CON LA INFORMACION RECIBIDA Y QUE COMPRENDO EL ALCANCE
DE LOS RIESGOS DEL TRATAMIENTO O PROCEDIMIENTO. '

DEL MISMO MODO DESIGNO A

PARA QUE EXCLUSIVAMENTE EL (ELLA) RECIBA INFORMACION SOBRE MI ESTADO DE SALUD, DIAGNOSTICANDO,
TRATAMIENTO Y/O PRONOSTICO.

Y EN TALES CONDICIONES.

CONSIENTO

EN QUE SE ME REALICEN LOS PROCEDIMIENTOS DE DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO QUE ME FUERON EXPLICADOS Y
QUE ME DOY POR ENTERADO EN MI DECLARACION.

ASl COMO ME RESERVO EXPRESAMENTE EL DERECHO A REVOCAR MI CONSENTIMIENTO EN CUALQUIER MOMENTO
ANTES DE QUE EL Y/O LOS PROCEDIMIENTOS OBJETO DE ESTE DOCUMENTO SEAN UNA REALIDAD.

O,UERETARO, QRO. A DE DEL 200,
NOMBRE DEL MEDICO NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA DEL FAMILIAR NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO
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