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RESUMEN

El labio paladar hendido aislado (LPHA) tiene una incidencia en México de 1.1
afectados en 1000 nacimientos. Variantes en los genes TGFA, MSX1, PVRL1,
MTHFR, IRF6, TGFB3 y la region cromosoémica 8924 (sin genes reconocidos) han
sido asociadas a LPHA, sin embargo, los resultados de las asociaciones no son
consistentes en todas las poblaciones, probablemente por diferencias en el origen
étnico de las poblaciones analizadas. En México existen sélo dos estudios para la
identificacion de factores genéticos y LPHA, un estudio fue realizado en Jalisco y
otro en Chiapas. El objetivo de este estudio es generar mas informacién con
respecto a los factores genéticos y ambientales asociados a LPHA en poblacién
mestiza Mexicana.

Se incluyeron en este estudio 132 casos con LPHA captados a través del servicio
de Genética del Instituto Nacional de Pediatria y 370 controles sanos
seleccionados en la Unidad de Apoyo a la Investigacion del mismo Instituto. Los
casos Yy los controles eran originarios de la ciudad de México y area conurbada, a
los cuales se les pregunté antecedentes heredofamiliares de LPHA, consumo de
acido félico durante el embarazo y exposicion a compuestos teratdbgenos. Se
genotipificaron 19 polimorfismos en los genes mencionados y en la region
cromosdmica 8924 en casos Yy controles, se obtuvieron las frecuencias alélicas y
se determind la asociacion por la prueba de tendencia de Armitage. También se
conformaron haplotipos en los genes candidatos mencionados. Se estudiaron
posibles interacciones gen-gen y gen-ambiente por regresion logistica binaria y
posterior andlisis por reduccion de la dimensionalidad multifactorial o MDR por sus
siglas en Inglés. Finalmente, para descartar estratificacion en la muestra que
pudiera causar resultados espurios se realizdé un analisis de la estructura genética
poblacional de la muestra.

Se incluyeron 370 controles (51% varones y 49% mujeres) y 132 (68% varones y
32% mujeres) casos. La edad promedio de los controles fue 1.27 afios y de los
casos fue 5.5 afos. El 16% de los casos tuvieron antecedente familiar de LPHA,
mientras que el 1% de los controles lo presentaron. La ingesta periconcepcional
de &cido félico (AF) fue de 1.5% en casos y 13% en controles. El consumo de AF
mostr6 un OR=0.29 p<0.0001 para LPHA. Soélo dos de los 19 polimorfismos
tuvieron una asociacion significativa con un efecto protector a LPHA:
rs1801133(C/T) en MTHFR (alelo T, OR=0.64, p=0.022) y rs2235371 (G/A) en
IRF6 (Alelo A, OR=0.60, p=0.043). El haplotipo "G-G" de las variantes rs2235371



(G/A) y rs2235375 (C/G) en el gen IRF6 mostré asociacion con mayor riesgo a
LPHA (p=0.02). El analisis de interaccion entre variables reveld dos resultados
positivos que confieren mayor riesgo a LPHA: a) el antecedente de consumo de
acido folico y el polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) rs17241253 en 824
(p<0.0001) y b) entre rs2235371 de IRF6 y la presencia de alguna de las variantes
rs17241253 y rs7843646 en 8924 (p=0.0006). El andlisis de ascendencia no
mostré estratificacion en la poblacion estudiada (a=3.31).

Dado que el consumo materno de AF fue bajo en nuestra poblacién y disminuyo el
riesgo para LPHA, se debe enfatizar su importancia en edad reproductiva. El alelo
T de MTHFR rs1801133 no ha mostrado asociacion con LPHA en la mayoria de
los estudios, s6lo para riesgo elevado en poblacion china (Zhu, 2006 y 2010).
Contrariamente, en nuestra poblacién el alelo T disminuye el riesgo para LPHA,
hallazgo previamente reportado sin significancia estadistica (Chevrier, 2007). Por
otro lado, el alelo menor de IRF6 rs2235371 se asocié con menor riesgo para
LPHA; se postula que este SNP esta en desequilibrio de ligamiento con una
variante funcional en la regiébn enhancer del gen. Variantes en la regién 8g24 se
han asociado con LPHA en poblaciéon caucasica y maya mexicana, lo que difiere
de lo observado en nuestra poblacién y en hispanos de Texas, ya que nosotros
observamos asociaciéon de variantes de esta regiébn con LPHA soélo en interaccion
con variantes en IRF6 y con consumo de acido félico y no en asociaciéon directa.
La falta de estratificacion entre casos y controles disminuye la posibilidad de que
las asociaciones encontradas sean espurias, aun cuando el tamafio de muestra
sea menor a otros estudios publicados. La identificacion de interacciones
genéticas y ambientales identificadas en este trabajos son novedosas, al ser el
primer reporte que identifica interaccion entre variantes en la region 8924 y
consumo de acido félico y el segundo reporte de interaccién entre 8924 y el gen
IRF6, asi como otras similares reportadas en la literatura apoyan la teoria
propuesta de la etiologia multifactorial del LPHA.



ABSTRACT

Non-syndromic cleft lip with/without cleft palate (NS CL/P) is a common birth
defect. Its incidence in Mexico is 1.1/1000 live births. NS CL/P etiology is complex,
and variants in multiple genes as TGFA, MSX1, PVRL1, MTHFR, IRF6, TGFB3
and chromosomic region 8924 (without known genes) have been associated to this
defect. Nevertheless contradictory results have been observed, probably due to
differences in ethnicity of analyzed populations. In Mexico only two previous
studies to identify genetic factors of NS CL/P have been reported with populations
of Chiapas and Jalisco. The aim of this study is to obtain more information of
genetic and environmental factors associated with the NS CL/P in Mexican Mestizo
population.

In this study were included 132 Mexican Mestizo cases and 370 controls from
Mexico City, and cases and controls were attended the National Institute of
Pediatrics and mother were asked about history of smoking, alcohol consumption
and familiar cleft lip/palate. 19 polymorphisms in mentioned candidate genes were
tested for association with NS CL/P with the Armitage's trend test and haplotipes
formed tested for their association with NS CL/P. Gene-Gene and Gene-
Environment analysis was performed, first by binary logistic regression and later by
a Multifactor Dimensionality Reduction analysis (MDR). Finally, a population
structure analysis was performed to the sample to discard possible substructure
that could lead to spurious associations.

In our sample 51% controls and 68% cases were males. Average age in controls
was 1.27 years and 5.5 years in cases. History of familiar cleft lip/palate was 16%
in cases and 1% in controls. The folic acid intake was 1.5% in cases and 13% in
controls with an OR=0.29 p<0.0001 for NS CL/P. Only two polymorphisms were
associated, both with a protective effect to NS CL/P, MTHFR rs1801133(C/T)
(allele T, OR=0.64, p=0.022) and IRF6 rs2235371 (G/A) (Alelle A, OR=0.60,
p=0.043). Haplotype "G-G" conformed by IRF6 rs2235371 (G/A) and rs2235375
(C/G) variants, showed an increased risk to NS CL/P (p=0.02). Interaction between
folic acid intake and 8924 variant rs17241253 (p<0.0001) and interaction between
IRF6 rs2235371 and 8924 variants rs17241253 and rs7843646 (p<0.0006) were
identified by a MDR analysis. Population structure analysis revealed no

stratification within the sample (a=3.31)



Maternal folic acid intake was low in our sample and diminished the risk for NS
CL/P, indicating that folic acid supplementation of diet of women in reproductive
age must be reinforced. MTHFR rs1801133, in the vast majority of studies, had no
significant association to NS CL/P. There are few reports of association of allele T
of single nucleotide polymorphism (SNP) rs1801133 with an increased risk for NS
CL/P in Chinese population (Zhu, 2006 and 2010). Only one published paper had
reported allele T of rs1801133 with a decreased risk to NS CL/P as was observed
in this study. On the other hand IRF6 gene is the most consistent gene associated
to this birth defect across different populations analyzed, as we observed in our
study, since a marker and a haplotype located in this gene were associated to NS
CL/P. Variants on the 8g24 region had been previously associated with NS CL/P in
Caucasian and Mexican Maya populations, but this association has not been
observed in Hispanics from Texas and in our study. The lack of any substructure
within the sample, reduces the possibility of spurious associations due to
stratification, even when the sample size is smaller than other published reports.
Gene-gene and gene-environment interaction identified are novel since this is the
first report of interaction between 8924 region and folic acid consumption, and the
second report of interaction between 8g24 and IRF6 gene. This findings as other
reports in literature support the complex etiology of NSCL/P.



INTRODUCCION.

El labio paladar hendido (LPH) es un defecto en la region oral resultado de falla de
la fusion del proceso medio nasal para establecer la continuidad con el proceso
maxilar en la etapa embrionaria temprana (semanas 6-8 de gestacion) y que se
observa como una fisura en la parte inferior de la nariz hasta la boca, que puede
localizarse en un solo lado con respecto del punto medio de la cara (LPH
unilateral) o afectar ambos lados (LPH bilateral). Embriolégicamente el LPH es un
defecto severo en la formacion del labio que puede involucrar también al paladar
duro por lo que se considera que el labio hendido y el labio paladar hendido son la
misma entidad con diferente grado de severidad; mientras que si sélo hay afeccion
del paladar se considera una falla en la fusion palatina independiente de la region
del labio. Por lo anterior, el labio paladar hendido se maneja como una entidad con
una epidemiologia y etiologia diferente a cuando s6lo se observa afeccion del
paladar hendido solo (PHS) (Stanier, 2004). Los estudios que han distinguido LPH
del PHS reportan al LPH con una frecuencia del doble con respecto al PHS
(Jensen, 1998).

La prevalencia del LPH varia desde 1/500 a 1/2500 nacimientos, dependiendo del
origen geografico (Vanderas, 1987) o étnico (Croen, 1998) de la poblacién
estudiada. Entre el 60% y 80% de los casos de LPHA son varones y el labio
hendido bilateral la mitad de frecuente el labio hendido unilateral, mientras que dos
tercios de los defectos unilaterales son en el lado izquierdo (0). En México se ha
determinado la incidencia de labio paladar hendido entre 1 y 1.1 casos por cada
1000 recién nacidos vivos (Perez-Molina, 1993; Blanco-Davila, 2003).

El 70% de los casos de labio paladar hendido son aislados (LPHA), es decir,
ocurren como una condicidn Unica que no esta asociada con otra anomalia
reconocible, mientras que el 30% de los casos son sindromaticos en los que se
presentan anormalidades estructurales en otras areas ademas de la regién

orofacial.



Tabla 1. Caracteristicas epidemiolégicas del LPH.

Caracteristicas Informacién disponible
Prevalencia Variable, por lo general se toma 1 en 1000 RNV.
Alta prevalencia en aborigenes australianos,
Variacion geografica Canada y en lejano oriente.
Baja prevalencia en Europa meridional y Africa.
En general poblaciones de origen asiatico presentan
frecuencias mayores que caucdsicos, los cuales a

Diferencias étnicas ]
su vez presentan frecuencias mayores que los

Africanos.
Diferencias por género M/F 2:1
] Dos tercios de los defectos unilaterales son en el
Lateralidad L
lado izquierdo.
Tendencias temporales La frecuencia se mantiene estable en el tiempo.

No tiene efecto en los casos sindromaticos ni en los
Edad Materna .
casos aislados.

o : Por debajo de la media en el peso al nhacimiento; sin
Peso al nacimiento/Edad gestacional : : :
evidencia de mayor frecuencia de prematurez.

Gemelos monocigotos presentan concordancia de
6-19 veces mayor que gemelos dicigotos. En
Gemelos o ) )
gemelos dicigotos la concordancia es la misma que
entre hermanos.
Casos familiares 15-25%

Patrones Familiares :
Recurrencia en hermanos 3-5%




ASPECTOS CLINICOS DEL LPHA

La expresividad clinica del defecto en el LPH es muy variable, desde labio
hendido unilateral hasta labio bilateral con paladar y alveolo hendido, las variantes

gue se pueden presentar se muestran en la figura 1.

Nariz A
Labio superior

q Paladar primario
ﬁl Paladar secundario

Figural. Tipos de defectos orofaciales. A) Labio hendido unilateral; B) Labio hendido
bilateral; C) Labio y paladar primario hendido unilateral; D) Labio y paladar primario
hendido bilateral; E) Labio y paladar completo hendido unilateral F) Labio y paladar
completo hendido bilateral; G) Paladar secundario hendido aislado; H) Paladar suave
hendido aislado; I) Hendidura submucosa en el paladar blando. Modificado de Cobourne
2004.

Diagnéstico.

El diagnéstico de LPH se realiza con la exploracion fisica al nacimiento, aunque
cada vez es mas frecuente la deteccion prenatal del LPH por el uso de

ultrasonografia de segundo o tercer nivel.

Pronédstico, tratamiento y prevencion.

En el caso del LPHA los resultados con el tratamiento adecuado pueden ser
excelentes. La reconstruccion es lograda por fases segun el individuo crece y se
desarrolla, lo que demanda un seguimiento longitudinal. Las decisiones de
tratamiento deben necesariamente considerar los aspectos estéticos y de
lenguaje. Se recomienda que la reparacion quirdrgica sea a una edad temprana;
sin embargo, se ha referido que también deben considerarse otros factores como
la relacidon entre el area del paladar faltante y los segmentos del paladar presentes
y no so6lo la edad (Berkowitz, 2005). Se recomienda una evaluacion
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multidisciplinaria a cada paciente para minimizar el nimero de cirugias con el fin
de evitar afectar el crecimiento del hueso, y también se considera que numerosas
intervenciones quirdrgicas tienen un efecto negativo en el crecimiento maxilar
(Manna, 2009).

Las complicaciones mas frecuentes en pacientes con LPHA, que requieren una
deteccion y manejo oportuno, en las diferentes etapas del desarrollo del paciente
son:

e Dificultades de alimentacion. El aspecto mas inmediato sobre el cuidado del
paciente con LPH es la alimentacion. La severidad de la malformacion
correlaciona con la habilidad del paciente para succionar, los pacientes con
paladar primario hendido generalmente pueden succionar correctamente,
mientras que aquellos con paladar secundario hendido son incapaces de
generar la presion negativa suficiente para poder alimentarse, lo que puede
llevar a pérdida de peso.

¢ Infecciones del oido y pérdida auditiva. Frecuentemente se favorecen por la
disfuncion de la tuba faringotimpanica (Kirschner, 2000).

e Retrasos del habla y del lenguaje. Debido a la fisura en el labio y el paladar,
la funcibn muscular puede afectarse, lo que condiciona frecuentemente
problemas para la articulacion del lenguaje.

e Problemas dentales. Es comdn que los dientes presenten alteraciones en
su posiciébn y por lo que requieren de tratamiento prolongado por

ortodoncia.

La mayoria de los pacientes con LPHA asisten a clases regulares y tienen un
desarrollo psicosocial normal, a pesar de que se ha identificado una amplia
variedad de problemas en los aspectos emocionales y de aprendizaje en esta
poblacién (Endriga, 1999).

Otro aspecto importante en el manejo de estos pacientes es el asesoramiento
genético brindado por un Genetista que con base en la historia familiar debe
establecer el riesgo de recurrencia en parejas con un hijo afectado, asi como en

los familiares cercanos o para la descendencia del mismo paciente.
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DISTRIBUCION Y ETIOLOGIA DEL LPHA

Distribucion.

La frecuencia del LPHA es desconocida en algunas partes del mundo, mientras
que en muchas regiones en donde se cuenta con esta informacion, las diferencias
entre el lugar de estudio (hospitales vs poblacion general), duracion del andlisis y
los criterios de inclusion, no permiten una comparaciéon de los datos. A pesar de lo
anterior, la mayoria de los estudios indican que el LPHA presenta una prevalencia
de 3.4-22.9 por 10,000 recién nacidos vivos. La incidencia del LPHA es mas alta
en regiones de Latinoamérica y Asia (China y Japdén) y menor en Israel, Sudéafrica
y el sur de Europa (Mossey, 2009). Comparaciones entre diferentes grupos
étnicos en Texas, muestran que Hispanos nacidos en EUA y no nacidos en EUA,
tienen incidencias de LPHA similares al grupo de caucasicos con un de OR 0.97
(IC 95%= 0.77-1.23) para Hispanos no nacidos en EUA y un de OR 0.90 (IC
95%0.72-1.14) para Hispanos nacidos en EUA (Hashmi, 2005). Estos datos
pudieran ser indicativos que al menos para Hispanos los factores ambientales no
tiene un impacto importante en la incidencia de LPHA, ya que independiente de
haber nacido o no dentro de EUA las incidencias son similares con la de los
Caucésicos de EUA. Aunque cabe mencionar que esto no significa que los
factores genéticos asociados a LPHA deban ser similares entre Caucasicos e
Hispanos.

El LPHA en poblaciones caucésicas es mas frecuente en varones con una razon
de 2:1. En este mismo grupo étnico el exceso de varones se hace mas patente
conforme aumenta la severidad de la malformacién. Se ha propuesto que esta
diferencia entre varones y mujeres puede deberse a diferencias entre los valores
del umbral entre los dos sexos; es decir que se requieren mas factores que

predisponen a esta malformacion en mujeres que en varones (Jensen, 1988).

Etiologia

En los dltimos 30 afos se ha considerado al modelo del “umbral multifactorial”’
para explicar la agregacion familiar de los defectos orofaciales. Este modelo

asume que la posibilidad de presentar una malformacién congénita como lo es el
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LPHA esta determinada por el efecto pequefio pero aditivo de varios factores
genéticos y ambientales. De acuerdo con este modelo, el fenotipo con la
malformacion se presenta cuando se excede un umbral de susceptibilidad, por lo
que el presentar la malformacion se convierte en un evento del “todo o nada”
(Fraser, 1970).

La participacion de los factores genéticos en LPHA se ha establecido por estudios
en gemelos, en los cuales se ha calculado que el indice de heredabilidad del
LPHA es 0.60, lo que significa que el 60% de su etiologia se explica por factores
genéticos y un 40 % por factores ambientales (Cobourne, 2004). Un modelo
estadistico de los datos de riesgo de recurrencia en familias con LPHA sugiere
gue estan involucrados entre dos y catorce genes (Schliekelman y Slatkin 2002).
De acuerdo a resultados recientes de escaneos amplios del genoma se han
encontrado asociaciones de LPHA con regiones en los cromosomas 1, 2, 4, 6, 8,
14, 17 y 19, sin embargo los resultados no son consistentes en todas las
poblaciones y sugieren que las regiones asociadas varian dependiendo de la
poblacién y posiblemente del nimero de factores involucrados (Mossey, 2009;
Dixon, 2011).

FACTORES AMBIENTALES INVOLUCRADOS EN LA ETOLOGIA DEL LPHA.

La falta de una completa concordancia entre gemelos monocigotos asi como la
variacion de la incidencia entre grupos étnicos y geograficos resalta la
participacion de factores ambientales en la etiologia de este padecimiento. Dentro
de los factores ambientales propuestos se encuentran:

El tabaquismo durante el embarazo causa hipoxia embrionaria y el fumar ha sido
asociado con una incidencia aumentada de LPHA. Un estudio de meta-analisis de
24 articulos en donde se evaluo el consumo de tabaco como factor de riesgo para
LPHA mostré una asociacion pequefia, pero estadisticamente significativa, RR
1.34, IC 95% 1.25-1.44, entre el fumar en el primer trimestre de embarazo y el
riesgo incrementado de LPHA (Little, 2004). Por otro lado se ha sugerido que la

hipoxia debida a la altitud durante el embarazo pudiera estar asociada con un
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aumento en la incidencia de defectos al nacimiento, entre ellos LPHA con un RR
1.57 IC95% 1.27-1.94 (Castilla, 1999).

La ingestion de alcohol por la madre durante el embarazo (frecuentemente
asociada al fumar) y el no consumo de multivitaminicos puede resultar en un
aumento en el riesgo de LPHA (Romitti, 2007). Ademas se sabe que el alcohol es
causa del sindrome de alcohol fetal, el cual incluye labio o labio paladar hendido
entre sus caracteristicas fenotipicas (Murray, 2002). Un estudio en Escocia
encontré asociado el consumo de alcohol durante el embarazo con un riesgo
elevado a LPHA con un OR 2.28 y un IC 95% 1.0-25.09 (Lorente, 2000).

Se ha reportado que el consumo durante el primer trimestre de embarazo de
agentes anticonvulsivantes como el acido valproico, la fenitoina y benzodiazepinas
(Wikner, 2007), asi como el uso de corticosteroides aumentan el riesgo de labio
paladar hendido en el producto (Palmieri, 2008).

Un aspecto muy importante es el estado nutricional de la madre durante el
embarazo; en particular el papel de la suplementacion periconcepcional con acido
félico como método para reducir la incidencia de LPHA. Varios estudios de casos y
controles han propuesto que el uso materno periconcepcional de multivitaminicos
con &cido félico protegen contra la ocurrencia y recurrencia de LPHA (Briggs,
1976; Tolarova, 1995; Shaw 1995; Itikala 2001). Un meta-analisis en donde se
analizaron cinco estudios prospectivos se observé un menor riesgo de tener un
hijo con LPHA para las madres que consumieron un suplemento de &cido fdlico
comparadas con las madres que no lo consumieron (OR 0.51, IC95% 0.32-0.95),
mientras que en otro analisis en donde se evaluaron doce estudios de casos y
controles el OR global de madres que si consumieron un suplemento de &cido
félico en comparacién con las que no lo consumieron (OR 0.77, 1C95% 0.65-0.90)
(Badovinac, 2007).

A la fecha no se han observado asociaciones consistentes entre la presencia de
fisuras orofaciales y el nivel socioecondmico (Clark, 2003), en cierta medida esto
puede ser debido a las diferencias en la medicion y la clasificacion del nivel
socioeconémico 0 a variaciones en los criterios de inclusion de los casos. Otra

explicacion puede ser que muchas de las poblaciones con muy bajo nivel
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econdmico en el mundo no cuentan con un sistema de vigilancia para los defectos
al nacimiento y probablemente la percepcion de que la prevalencia del LPHA es
mayor en estas poblaciones no esta adecuadamente fundamentada (Mossey,
2009).

FACTORES GENETICOS INVOLUCRADOS EN LA ETIOLOGIA DEL LPHA.

La participacion de factores genéticos en la etiologia del LPHA fue propuesta
desde los afos 40's por Fogh-Andersen al identificar familias en donde la
malformacion era recurrente. Por ejemplo, en un estudio se observé que la
recurrencia en familiares de primer grado era 32 veces mayor que en la poblacion
abierta, lo que sugeria una fuerte participacién genética (Sivertsen, 2008). En este
mismo sentido, en los estudios en gemelos se ha observado que la concordancia
entre gemelos monocigotos es de 60%, mientras que la concordancia es de sélo

10% entre gemelos dicigotos (Christensen, 1992).

La busqueda de los factores de riesgo genéticos y ambientales para el LPHA han
sido motivo de diversos estudios en las Ultimas décadas (Jugessur, 2005; Lidral,
2005). Debido a los grandes avances en el mapeo de loci relacionados al LPHA,
la lista de genes ha aumentado a una gran velocidad desde la primera asociacion
reportada entre el LPHA vy variantes del gen del factor transformante y de
crecimiento alfa (TGFA) en 1989 (Ardinger, 1989). Una variedad de técnicas
moleculares se han utilizado para identificar genes y rutas metabdlicas criticas en
el desarrollo craneofacial. Dentro de estas técnicas se incluyen los modelos
animales de hendiduras orofaciales, principalmente ratones (Juriloff, 2008),
analisis citogenéticos (Brewer, 1998), descripcion de sindromes mendelianos que
cursan con LPH (Kondo, 2002; Zucchero, 2004), estudios de expresion en tejido
embrionario en humanos y ratones (Brown, 2003), asi como escaneos amplios del
genoma con microarreglos de alta densidad que han permitido identificar regiones
cromosomicas insospechadas asociadas a LPHA como 8924 (Birnbaum, 2009-a) y
1p22 y 20912 (Beaty, 2010). La diversidad y complejidad de los eventos que
contribuyen al desarrollo craneofacial en la etapa embrionaria se refleja en la gran

cantidad de genes que se conocen O sugieren que estan involucrados en la
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etiologia del LPHA. En la tabla 2 se muestra una lista de genes que se han
mencionado en la literatura con una participacion en la etiologia del LPHA y un
resumen las rutas de sefializacién o el proceso bioldgico en el que participan sus
productos.
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Tabla 2. Genes candidatos en la etiologia de LPHA. (Modificado de Jugessur,

2009; Murray, 2002 y Lidral, 2005).

Gen Ubicacion Nombre del gen Proceso Bioldgico
ABCA4 1p22 ATP-binding Miembro de la familia del ATP-Binding Cassette
cassette, sub-family (ABC) subclase 1. La proteina codificada se
A (ABC1), member expresa casi exclusivamente en retina 'y es un
4 transportador con el N-retinylidene-PE como
sustrato. Mutaciones en este gen estan
presentes en enfermad de Stargardt, que es un
tipo degeneracién macular juvenil. Se ha
identificado en estudios de GWAS como gen
candidato con una fuerte asociacion.
BMP4 14q922.2 Bone Molécula de sefializaciéon del desarrollo
morphogenetic esquelético, participa en la ruta de sefalizacion
protein 4 de TGF-beta. Induce la formacién de cartilago y
hueso. También actia en la induccién del
mesodermo, el desarrollo dental y la reparacion
de fracturas. Se expresa durante el desarrollo y
la adultez.
FGF1 5031 Fibroblast growth Factor de crecimiento. Mediador de la
factor 1 transduccion de sefales. Participa en la
angiogénesis y en diferenciacién y proliferacion
celular. Se expresa en multiples tejidos durante
el desarrollo y la adultez.
FGF10 5p12 Fibroblast growth Factor de crecimiento. Participacion en la
factor 10 cascada de sefializacion en la ruta de FGF.
Participa en el desarrollo embrionario en la
diferenciacion y proliferacién celular, asi como la
morfogénesis. Se expresa en diversos tejidos.
FGF12 3028 Fibroblast growth Factor de crecimiento. Participacion en la
factor 12 cascada de sefalizacion en la ruta de FGF.
Involucrado en el desarrollo y funcion del sistema
nervioso. Expresado en diversos tejidos.
FGF2 4926-927 Fibroblast growth Factor de crecimiento. Participa en la

factor 2 Growth

factor

transduccion de sefiales y en la angiogénesis y
el control de ciclo celular. Expresado en

diferentes tejidos.
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FGF4

FGF5

FGF7

FGF8

FGF9

FGFR1

FGFR2

FGFR3

FGFR4

11q13.3

4g21

15q15-g21.1

10G24.32

13g11-q12

8p12

10G26.13

4p16.3

5035.1-qgter

Fibroblast growth
factor 4
Fibroblast growth
factor 5 Growth

factor

Fibroblast growth
factor 7 Growth

factor

Fibroblast growth
factor 8

Fibroblast growth
factor 9

Fibroblast growth

factor receptor 1

Fibroblast growth

factor receptor 2

Fibroblast growth

factor receptor 3

Fibroblast growth

factor receptor 4

Factor de crecimiento. Participa en la ruta de
sefializacion de FGF.

Factor de crecimiento regulador del desarrollo
embrionario. Participa en la sefializacion y
control de ciclo celular, también participa en la
diferenciacion y proliferacion celular. Se expresa
en musculo y otros tejidos.

Factor de crecimiento. Participa en el desarrollo
del ectodermo embrionario actuando en el
control del ciclo celular. También es considerado
un oncogén. Efector paracrino en la proliferacion
normal del epitelio.

Factor de crecimiento regulador del desarrollo
embrionario. Participa en la diferenciacion,
migracion y proliferacion celular. Participa en la
transduccion de sefiales en la ruta de FGF.
Expresado en diversos tejidos.

Factor de crecimiento regulador del desarrollo
embrionario, proliferacion y diferenciacion
celular. Participa en la transduccion de sefales
en la ruta de FGF.

Receptor tirosin cinasa. Primer paso en la
cascada de sefializacion. Participa en la
proliferacion y diferenciacion celular.
Receptor tirosin cinasa. Cascada de
sefializacion. Participa en la proliferacion y
diferenciacion celular principalmente en la
neurogénesis. Expresado en el desarrollo.
Receptor tirosin cinasa. Requerido para el
desarrollo esquelético normal. Cascada de
sefalizacion en la ruta de FGF. Participa en la
proliferacion y diferenciacion celular.
Receptor tirosin cinasa. Participa en la
proliferacion y diferenciacion celular en la
angiogénesis. Metabolismo de la glucosa y la
vitamina D. Expresado en varios tejidos durante

el desarrollo y la adultez.
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FOXE1

GLI2

IRF6

MAFB

MSX1

MSX2

PDGFC

PDGFRA

9922 Forkhead box E1
2q14.2 GLI2
1g32.2 Interferon

regulatory factor 6
20q12 v-maf
musculoaponeurotic
fibrosarcoma
oncogene homolog
B
4p16.3-p16.1  Msh homeobox 1
5034-35 msh homeobox 2
4932 Platelet derived
growth factor C
4912 Platelet-derived

growth factor

receptor alpha

Factor de transcripcion. Union a acidos
nucléicos. Regulacién de la transcripcion.
Comunicacion celular. Desarrollo del
mesodermo.

Factor de transcripcion de dedos de zinc.

Regulacion de la transcripcidn. Participa en la
ruta de sefializacién de sonic hedghog durante la
embriogénesis. Expresado en diversos tejidos.

Factor de transcripcion. Union a acidos

nucléicos. Regulacion de la transcripcion.
Participa en la proliferaciony diferenciacion
celular durante el desarrollo craneofacial.
Factor de transcripcion del tipo de zipper de
leucina. Importante en la regulacion de células
del linaje de la hematopoyesis. La proteina
reprime la transcripcion mediada por ETS1 de
genes eritroides especificos en células mieloides.

Factor de transcripcion. Unién a acidos
nucléicos. Regulacidn de la transcripcién en el
desarrollo esquelético. Expresion en diversos

tejidos.

Factor de transcripcion. Union a acidos
nucléicos. Regulacién de la transcripcion en el
desarrollo esquelético. Expresion en diversos

tejidos.

Factor de crecimiento. Papel esencial en el
desarrollo embrionario. Necesario para el
correcto desarrollo del esqueleto craneofacial y
del paladar. Proliferacion y diferenciacion celular
en el desarrollo y la angiogénesis.
Receptor de superficie tirosin cinasa. Participa en
la respuesta al estrés aumentando la
proliferacion y diferenciacion celular. Es
considerado un oncogén. Requerido para el
desarrollo normal del esqueleto craneofacial y el

cierre cefalico durante el desarrollo embrionario.
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PTCH1

PVRL1

RARA

RUNX2

SMAD1

SUMO1

TBX1

TBX10

TBX22

TCOF1

9022.3

11923

17g21

6p21

4931

2033

22911

11q13.1

Xq21.1

5033.1

Patched homolog 1

Poliovirus receptor-

related 1

Retinoic acid

receptor

Runt-related
transcription factor
2

SMAD family
member 1

SMT3 suppressor

of mif two 3

homolog 1

T-box 1

T-box 10

T-box 22

Treacher Collins-
Franceschetti

syndrome 1

Receptor de Sonic hedgehog. Participa en la
morfogénesis y se considera un gen tumor
supresor. Expresado en el desarrollo y en

diversos tejidos.

Proteina de adhesion entre células
principalmente en endotelio y epitelio. Expresado
en la embriogénesis.

Regula la transcripcion mediada por ligando.
Participa en el desarrollo, diferenciacion celular,
apoptosis y en la transcripcién de los genes
Clock (control del ciclo circadiano). Es requerido
para el crecimiento esquelético. Expresado en la
embriogénesis en diversos tejidos.
Factor de transcripcion. Esencial para la
diferenciacion de los osteoblastos y la
morfogénesis esquelética. Expresado en
diversos tejidos.

Transductor de sefiales. Participa modulando
diferentes rutas de sefializacion, principalmente
la de BMP durante la morfogénesis de hueso.
Modificacion postranscripcional de proteinas.
Participa en el transporte nuclear, regulacion
transcripcional, estabilidad protéica y apoptosis.
Regula una red de genes involucrados el
desarrollo del paladar.

Factor de transcripcion. Participa en el desarrollo
embrionario con expresién en varios tejidos.
Factor de transcripcion. Participa en la
diferenciacion celular y la organogénesis el el
desarrollo embrionario.

Factor de transcripcion. Regulador de la
transcripcion. Participa en la diferenciacion
celular y es relevante en la génesis del paladar.
Regulacion de la transcripcion de genes
ribosomales. Papel fundamental en el desarrollo
embrionario temprano, en especial en el

desarrollo craneofacial.
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TFAP2A

TGFA

TGFB1

TGFB2

TGFB3

TGFBR1

TGFBR2

TGFBR3

WNT3A

WNT9B

6p24 Transcription factor Factor de transcripcion. En conjunto con los
AP-2 alpha factores AP-2 regula el correcto desarrollo de
0jos, cara y extremidades. Expresados en
diversos tejidos.
2pl3 Transforming Factor de crecimiento en la ruta de sefializacion
growth factor alpha.  de factor de crecimiento epidérmico. Expresion

durante el desarrolllo.

19g13.2 Transforming Factor de crecimiento. Citocina que regula la
growth factor beta proliferacion, diferenciacion, migracion y
1. desarrollo celular. Expresado en la

embriogénesis en diferentes tejidos.
1g41 Transforming Factor de crecimiento. Citocina que regula la
growth factor beta 2 proliferacion, diferenciacion, migracion y
desarrollo celular. Expresado en la
embriogénesis en diferentes tejidos.
14924 Transforming Factor de crecimiento. Proliferacion y
growth factor beta 3 diferenciacion celular en la embriogénesis.
Participa en la ruta de sefalizacion de TGFB.
9022.33 Transforming Transductor de sefial. Transduce la sefial de

growth factor beta ~ TGF-beta de la membrana celular al citoplasma.

receptor | Expresado durante la embriogénesis.
3p24.1 Transforming Receptor de superficie celular. Receptor de TGF-
growth factor beta beta. Transduce la sefial de TGF-beta de la
receptor Il membrana celular al citoplasma. Expresado

durante la embriogénesis.

1p33-p32 Transforming Receptor de TGF-beta. Participa como co-
growth factor beta receptor de TGF-beta con alguno de los otros
receptor Il dos receptores para este ligado.
1942 Wingless-type Proteina de sefializacion. Participa en la

MMTYV integration formacién embrionaria y la diferenciacion celular

site family member durante la morfogénesis.
3A
17921 Wingless-type Proteina de sefializacién. Participa en la

MMTV integration  formacion embrionaria y la diferenciacion celular.
site family member Se expresa en pocos tejidos como pancreas,

9B musculo estriado, retina y cerebro.
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A continuacién se describen los genes candidatos analizados en este trabajo y
también se presenta la revision actualizada de la literatura en la que se reportan
estos genes con una probable participacion en la etiologia del LPHA. Los genes
MTHFR, TGFA, TGFB3, MSX1, IRF6 y PVRL1 fueron seleccionados por ser los
genes mas intensamente analizados en los estudios de asociacién de LPHA y que
contienen variantes que han mostrado asociacion en cuando menos un reporte,
aunque algunas variantes han mostrado asociaciones en varios estudios
(Ardinger, 1989; Holder, 1992; Vieira, 2005; Zucchero, 2004; Scapoli, 2005; Lidral,
1998; Park, 2007; Suzuki, 2004; Ichikawa, 2006; S6zen, 2001; Avila, 2006; Zhu,
2009; Jagomaégi, 2010). La region 8924 fue incluida dado que existen tres reportes
de escaneo amplio del genoma (GWAS) independientes que encuentran esta
region asociada a LPHA (Birnbaum, 2009; Grant, 2009; Beaty, 2010).

Factores de serializacion extracelular.

En esta superfamilia se encuentran factores de diferenciacion que incluyen a los
TGFB’s, las proteinas morfogénicas de hueso (BMP’s) y las activinas. Este grupo
de factores de crecimiento regulan diversos aspectos del desarrollo esquelético,
como el desarrollo del cartilago y la formacion de hueso, el patron del mesodermo

durante el desarrollo embrionario y el desarrollo craneofacial (Wan, 2005).

TGFA.
El gen TGFA se localiza en el cromosoma 2 en la regién p13, tiene un tamafio de

106 Kb y su estructura estd conformada por 8 exones y 7 intrones. El transcrito
primario presenta splicing alternativo y se han descrito 8 isoformas siendo la
isoforma 1 la que genera la proteina de mayor tamafio y la mas abundante en
todos los tejidos, conformada por 160 aminoacidos con un peso molecular de 17
KDa (Genecard, 2007). El patrén de expresion de TGFA en los tejidos palatinos y
en especial en la linea media y mesénquima de las bovedas palatinas al momento
de la fusion apoya el importante papel de TGFA en el LPH.

Los ratones knockout TGFA no presentan un fenotipo con paladar hendido
(Luetteke, 1993), lo que sugiere que TGFA pudiera ser un gen modificador en la

etiologia de LPHA. Lo anterior ha sido basado en reportes asociacion de
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polimorfismos en TGFA con LPHA tanto en estudios de desequilibrio de
transmision (TDT del inglésTransmission Disequilibrium Test), como en estudios
de casos y controles (Ardinger, 1989; Chenevix-Trench 1991; Holder, 1992; Stoll,
1992; Prescott, 2000; Juggesur, 2003; Morkuniene 2007). Los primeros
polimorfismos que fueron reportados en el gen TGFA fueron aquellos que pueden
ser detectados por enzimas de restriccibn y estos polimorfismos fueron los
primeros en ser analizados en estudios de asociacion con LPHA. Los primeros
polimorfismos con asociacion positiva a LPHA fueron ¢g.101537_101540delTAAT
(también descrito como Taqgl), Rsa | y rs11466297 (también conocido como Bam
HI). El polimorfismo g.101537_101540delTAAT se reportd asociado a LPHA en
poblaciones de Asia, Europa, Africa, EU y Sudamérica con valores de OR desde
1.7 hasta 20 (Vieira, 2006), sin embargo recientemente en Brasil ho se encontro
asociacion de este polimorfismo con LPHA (p=0.335) (Souza, 2012). Diversos
estudios han establecido asociaciones entre el polimorfismo Rsal y LPHA en
diferentes poblaciones entre las que se encuentran Inglaterra (IC 95% 16.6 — 17.4,
Holder, 1992), Francia (IC 95% 7.6 — 14.4, Chenevix-Trench, 1992) y lowa EU (IC
95% 10.7 — 11.2, Ardinger 1989). Finalmente el polimorfismo Bam HI se ha
reportado asociado a LPHA en Chile con OR de 4.9 (IC95% 4.2 - 5.8) (Jara, 1995),
en poblacion de Francia y lowa EUA también se encontraron asociaciones
estadisticas con valores de p de 0.053, 0.0052 respectivamente, sin embargo en
australianos no se encontré asociacion (p=0.053) (Stoll, 1992; Ardinger 1989;
Chenevix-Trench, 1992).

También se han analizado otros marcadores en el gen TGFA. Se realizé un
estudio de andlisis de microsatélites ubicados en todo el genoma y se encontré la
region 2pl3 (ubicacidon de TGFA) asociada a LPHA con un valor de p= 0.05
(Prescott, 2000). En Irlanda se reporté asociado el SNP rs2166975 en TGFA soélo
a paladar hendido y no a LPHA (Carter, 2010) mientras que otro estudio de TDT
con muestras de EUA, Tawan y Korea encuentran que los SNP's rs3771494 y
rs426081 ubicados TGFA, estan asociados con LPHA con valores de p=0.004 y
p=0.030 respectivamente (Sull, 2009).
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En este estudio se incluyeron los polimorfismos g.101537_101540delTAAT (Taq I),
Rsal y BamHI de TGFA los cuales fueron los primeros descritos como asociados a
LPHA. La variante g.101537_101540delTAAT es una delecion de cuatro pares de
bases en el intrén cinco, 1,602 bases antes del sitio aceptor de splicing del exon 6
y genera un sitio de restriccion para la enzima Taql. A la fecha, se desconoce el
efecto funcional de este polimorfismo sobre TGFA. La frecuencia del polimorfismo
0.101537_101540delTAAT en poblacion caucéasica es de 7% (Basart, 1994). El
polimorfismo Rsal se ubica en el intrén cinco, 177 bases rio abajo del sitio aceptor
de splicing del exdn 6, este polimorfismo es causado por la transversion G>C y la
transicion A>G separadas por dos pares de bases, que generan un sitio adicional
de restriccion para la enzima Rsal, la frecuencia alélica de este polimorfismo en
poblacién europea es de 10% (Vieira, 2006).

El polimorfismo Bam HI (rs11466297) se ubica en la regién 3’ no traducida del gen
TGFA en la base ¢.5560 y es una transversion C>A que genera un sitio de
restriccion para la enzima Bam HI, su frecuencia alélica en chilenos es de 5%
(Jara, 1995).

TGFB3
A pesar de que otros miembros de la familia de TGFB se expresan temporal y

espacialmente al momento de la fusion palatina sélo el ratbn knockout TGFB3
presenta defectos en la fusién palatina (Nawshad, 2004). El gen TGFB3 esta
formado por 23Kb las cuales se distribuyen en 7 exones y 6 intrones, su producto
es una proteina conformada por 412 residuos de aminoacidos, la cual tiene un
peso molecular de 47 KDa. TGFB3 es una proteina de secrecién la cual forma un
homodimero, que se expresa principalmente en fibroblastos, plaquetas,
monocitos, condrocitos y osteoblastos. TGFB3 actla como molécula sefial para
proliferacion celular, sefnalizacion célula-célula y desarrollo embrionario, en
especial en la morfogénesis craneofacial (Vieira, 2003).

Después del gen TGFA, el gen TGFB3 fue de los primeros en ser considerados
como candidatos debido a estudios de expresion, el primer reporte de asociacion
de TGFB3 y LPHA se origin6é en poblacién de EUA en un estudio de TDT en

donde se observo una sobretransmision del alelo 6 del repetido CA D14S61 con
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un valor de p=0.01 (Maestri, 1997), posteriormente se reporté en una poblacién de
lowa EUA y Filipinas en donde se observé una sobretransmision del haplotipo 2-2
formado entre los marcadores 5'UTR.1 y X5.1 ubicados en TGFB3 (p=0.03)
(Lidral, 1998). En una poblacién de Noruega se reportd también una asociacion
casi estadistica que presentaron como evidencia de asociacion de un repetido CA
intronico en el gen TGFB3 y LPHA (OR 1.7 CI95% 0.9-3.0) (Jugessur, 2003). El
SNP rs3917168, analizado en el presente estudio, es una transversion A>T
ubicada 5321 bases rio abajo del sitio donador de splicing del intrén 1, no se
considera que altere la funcion del gen y no se conoce que este en DL con otros
SNP’s, sin embargo en un estudio de asociacién en Japén con 128 casos y 192
controles esta variante mostré6 la mayor asociacion a LPHA (OR=2.34
IC95%=1.40-3.93, p=0.0016), aunque este es el Unico estudio donde se ha
reportado (Ichikawa, 2006).

MSX1

El gen MSX1 abarca 4.2 Kb y esta formado por dos exones, el primero de 697bp y
el segundo de 1236bp separados por un intron de 2.3 Kb. El transcrito es de 1933
bp y codifica para una proteina de 297 aminoacidos con un peso molecular de 43
KDa (Padanilam, 1992).

MSX1 pertenece a la familia de genes homeobox de segmento muscular y su
producto actlia como represor transcripcional durante la embriogénesis por medio
de interacciones con el complejo de transcripciébn y otras homeoproteinas. Se
sabe que MSX1 participa en el desarrollo craneofacial, en especial en la
odontogénesis y en la inhibicién del crecimiento de tumores. Las interacciones
entre BMP’s y MSX1 son importantes en el desarrollo orofacial, como lo demostré
un estudio en donde se requiere MSX1 para la expresiéon de BMP4 y BMP2 en el
mesénquima palatino (Zhang, 2002). En un estudio con una serie de 917
pacientes con un defecto orofacial (LPHA o paladar hendido solo), de diferentes
origenes étnicos, a los cuales se les secuencié el gen MSX1 completo, se observo
que el 2% de los casos de LPHA tenian una mutacion en este gen (Jezewski,
2003). Finalmente mutaciones en este gen son responsables de hipodoncia con

herencia autosémica dominante, asi como del sindrome de Witkop (Stanier, 2004).
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Se han realizado varios estudios de asociacion de MSX1 con LPHA con resultados
variables, probablemente debido a las diferencias étnicas entre las poblaciones de
estudio y la variacién en el tamafio de muestra, (Vieira, 2005; Park, 2007; Vieira,
2003; Lidral, 1998; Fallin, 2003; Lidral, 1997; Romitti, 1999; Scapolli, 2005; Beaty,
2002; Marazita 2004; Juggesur, 2003; Mitchell, 2001). Las variantes que han
mostrado asociaciones positivas con LPHA en por lo menos un estudio son
p.P147Q, 1170G>A, X1.3 y el repetido intrénico de CA (Vieira, 2005; Park, 2007;
Vieira, 2003; Juggesur, 2003; Lidral, 1998; Lidral, 1997; Scapolli, 2005).

El polimorfismo rs104893854 (p.P147Q) es causado por un transversion C>A en el
nucleétido 440 del DNA complementario, etiolégicamente se considera que esta
variante afecta el aminoacido fenilalanina en una region de la proteina altamente
conservada entre mamiferos y que se cree participa en la union a otras proteinas.
Este cambio se encontré presente en el 3% de los casos aunque no Mostro
asociacion con LPHA esto se debe probablemente al reducido tamafio de muestra
(150 casos y 100 controles). En una poblacién de EUA y Filipinas se encontré esta
variante en el 0.15% de los casos de LPHA (Tongkobpetch, 2006; Vieira, 2005).

La variante rs34165410 conocida como (X1.3) es una transicion C>T en el
nucledtido 768, este cambio es sinbnimo en la proteina ya que se conserva el
aminoacido glicina en el residuo 116 y se considera que no tiene un efecto
deletéreo sobre la funcién del gen. Sin embargo, en dos estudios se ha asociado a
LPHA (p=0.013 y p=0.005) (Lidral, 1998; Fallin, 2003). En otro estudio realizado
en Europa del Este (Latvia) observan una tendencia de asociacion de esta
variante que no es estadisticamente significativa, aunque los autores consideran
gue esto es debido a tamafio de muestra pequefio (53 casos) (Lace, 2006).

El repetido CA en MSX1 se ubica en la region intronica del gen y existen cinco
alelos con una longitud entre 12 y 16 repetidos CA, no se conoce que tenga efecto
sobre la funcion del gen, pero es uno de los polimorfismos mas estudiados de
MSX1 y el que mas consistentemente se ha encontrado asociado a LPHA, con
asociacion significativa en poblaciones como la chilena (p=0.001), en Maryland EU
(p=0.03) y Noruega (OR=9.7) (Vieira 2003; Beaty, 2002,Juggesur, 2003).
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El SNP rs12532 (1170 G>A) se ubica en el exon 2 del gen en la region 3'UTR,
cerca del repetido CA aunque no se ha establecido si se encuentran estos dos
polimorfismos en desequilibrio de ligamiento (DL). Se desconoce el efecto
funcional de este polimorfismo pero al analizarse en coreanos, se observd una
asociacion positiva (OR= 4.1 IC95%-= 1-16.8) (Park, 2007). Asi mismo, el andlisis
en 150 trios de origen chileno encuentran asociado este polimorfismo por un
analisis TDT (p=0.016) (Suazo, 2010).

Factores de Transcripcion

IRF6
El factor regulador del Interferon 6 (IRF6) esta entre los genes mas ampliamente

analizados y que de manera mas consistente han mostrado asociacion a LPHA
(Jugessur, 2008; Rahimov, 2008). Mutaciones en este gen se sabe que causan
dos enfermedades alélicas con herencia autosomica dominante que cursan con
LPH: el sindrome de van der Woude (VWS) y Pterigium popliteo (PPS) (Kondo,
2002). VWS es uno de los mejores modelos de LPHA ya que aproximadamente el
15% de los pacientes afectados con este sindrome es indistinguible de los casos
gue cursan con LPHA. Esta observacion llevo a la hipétesis de que variantes en
IRF6 también estaban involucradas en la etiologia del LPHA, lo cual fue
confirmado posteriormente (Zucchero, 2004 y Jugessur, 2008).

IRF6 se ubica en 1932.3-g41, tiene una longitud de 20443 bp con una estructura
de 9 exones y 8 intrones (Genecard, 2007), el gen codifica para una proteina de
467 aminoacidos con un peso molecular de 53 KDa. IRF6 pertenece a una familia
de 9 factores de transcripcion que comparten un dominio de union a DNA del tipo
hélice y un dominio de union a proteinas menos conservado (Kondo, 2002). Se
expresa importantemente en el borde del ectodermo de las bdvedas palatinas
antes y durante la formacion del paladar secundario (Ben, 2005; Washbourne,
2006). Los miembros de la familia de IRF se sabe que regulan una variedad de
mecanismos de defensa del hospedero ya que ratones deficientes en Irf 1, 2, 3,
4, 5, 7, 8 y 9 presentan una respuesta inmune deficiente (Ingraham, 2006) sin

mostrar ninguna anormalidad estructural, sin embargo, ratones deficientes en Irf6
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presentan alteraciones en la piel, extremidades y desarrollo craneofacial (Kondo,
2002).

El SNP rs2235371 ubicado en IRF6 es un cambio de sentido erroneo (c.820G>A,
p.V274l). Este polimorfismo causa la sustitucion de una isoleucina por una valina,
en un dominio de union a proteina conocido como SMIR por lo que este cambio
pudiera influir en la capacidad de union de IRF6 a su ligando (Scrichomthong,
2005). Por otro lado, también se ha observado que este polimorfismo se encuentra
en DL con la variante rs642961, la cual es un SNP que causa una disrupcion del
sitio de union al factor de transcripcion AP-2q, lo que se ha relacionado con una
disminucién en la transcripcién de IRF6 (Rahimov, 2008).

Ratones con células nulas de AP-2a presentan LPH y alteraciones en la region
maxilar y mandibular, por un desarrollo anormal de las prominencias faciales. En
el gen TFAP2A, que codifica a AP-2q0,se han identificado mutaciones
responsables del sindrome denominado branquio-Oculo-facial, el cual presenta
algunas caracteristicas similares a las observadas en el sindrome de van der
Woude (Milunsky, 2008). El gen TFPA2A se localiza en el cromosoma 6p24 y
anomalias cromosOmicas que involucran esta region, se han asociado a la
presencia de fisuras craneofaciales (Lidral, 2005). Los datos anteriores apoyan
que IRF6 y AP-2a participan en una ruta comudn en el desarrollo embrionario, por
lo que alteraciones en su funcion pueden contribuir a la patogénesis del LPHA.
Otro SNP que se ha asociado a LPHA es rs2235375, que se encuentra en el intrén
seis de IRF6 a 185 bases rio abajo del sitio donador de splicing. Este SNP es una
transversion C>G de la cual se desconoce si tiene un efecto en el splicing, aunque
esto parece poco probable, dado que no se encuentra en una region enhancer de
splicing o cerca del sitio donador o aceptor de splicing (Genecards, 2007). Este
polimorfismo ha mostrado asociacion con LPHA (p= 0.002) (Scapoli, 2005) y se ha
analizado principalmente en estudios de desequilibrio de transmision debido a que
es uno de los polimorfismos con mayor indice de heterocigocidad (0.482) dentro
del gen IRF6. En poblacion del oeste de China este polimorfismo mostro una

fuerte asociacion con hendiduras orales en un estudio TDT con una
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sobretransmision del alelo G con valor de p <0.000 sin especificar un valor de OR
(Huang, 2009).

Adhesion celular

PVRL1
El gen polivirus receptor-related 1 (PVRL1) codifica para la nectina-1, una

molécula de adhesion célula-célula, la cual en el embridon de ratdbn se expresa
principalmente en el epitelio del borde medio de las bévedas palatinas (Suzuki,
2000). PVRL1 se localiza en 11923.3, mide 90Kb y esta conformado por 13
exones y 12 intrones, sufre de splicing alternativo que genera tres isoformas, de
las cuales la alfa es la de mayor peso molecular con 57KDa y 457 residuos de
aminoacidos en su cadena polipeptidica. Las nectinas, incluyendo a PVRL1,
regulan la velocidad de la formacion de las uniones adherentes epiteliales en
cooperacion con las cadeninas y las subsecuentes uniones fuertes de las células
epiteliales (Honda, 2003).

Se ha reportado una mutacion sin sentido p.W185X (c.554G>A) en este gen a la
cual se le ha asignado el niumero de referencia rs104894281 en la base de datos
de SNP, en donde se considera una variante con efecto clinico, ya que individuos
homocigotos para la mutacién p.W185X presentan el sindrome de displasia
ectodérmica con labio hendido (CLPED1), que cursa con labio paladar hendido y
anormalidades ectodérmicas como cabello escaso y delgado, dientes cénicos y
ufias anormales. El sindrome CLPEDL1 es relativamente comun en la poblacién
indigena de la isla Margarita en Venezuela y un estudio en regiones cercanas a
esta isla se detectd que esta mutacion es un factor de riesgo para el desarrollo de
LPHA en individuos heterocigotos con un valor de p= 0.00039 (S6zen, 2001).

Los estudios de asociacion entre la mutacion p.W185X de PVRL1 en estado
heterocigoto con LPHA han mostrado resultados inconsistentes, lo cual puede ser
debido a las diferencias étnicas de las poblaciones analizadas, asi, aparentemente
en Asia no existe asociacion con LPHA dado que ésta variante es
extremadamente rara en este grupo (Tseng, 2006; Ichikawa, 2006) y en Italia

existe una ligera asociacion con un OR de 1.9 (Scapoli, 2006), mientras que, como
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ya se menciond, en el norte de Venezuela la asociacion es muy fuerte (p=0.00039)
(Sozen, 2001).

Se ha analizado la asociacion de otras variantes del gen PVRL1 con LPHA
(Turhani, 2005; Avila, 2006). Entre ellas destaca el SNP rs7940667 (c.1083G>T) el
cual es un cambio de sentido erroneo p.G361V. Esta variante presentd asociacion
en un estudio de TDT en donde se incluyeron muestras de poblaciones de Brasil y
Argentina, en conjunto con Filipinas, Dinamarca y lowa EU (P<0.04) (Avila, 2006).
El polimorfismo p.G361V se encuentra en el exdn 6 y el cambio de aminoacido se
localiza en el dominio transmembranal de la proteina. El aminoé&cido glicina parece
ser el alelo ancestral ya que se observa en la misma posicion en las proteinas de
chimpancé, perro, rata y raton. El alelo raro valina se presenta en el 10 y 6% de
los casos de LPHA observados en lowa y Filipinas respectivamente. Al realizar un
andlisis in silico con el programa ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE2/) se
determind que este cambio de nucleotido causa la pérdida del sitio enhancer de

splicing, probablemente generando un splicing aberrante (Avila, 2006).

Enzimas del metabolismo de los folatos.

MTHFR
El acido folico ha sido considerado un factor ambiental asociado a LPHA, por ello

se ha considerado a los genes relacionados al metabolismo de los folatos como
posibles factores genéticos que pueden tener un efecto sobre el riesgo a presentar
LPHA (Mills, 2008). El gen MTHFR es de los mas analizados en este sentido,
dado que su producto es una enzima clave dentro de la ruta metabdlica de los
folatos (van Rooij, 2003).

MTHFR se ubica en el cromosoma 1 en p36.3, tiene un tamafo de 20 Kb y esta
conformado por 11 exones y 10 intrones, MTHFR codifica para una enzima que en
su forma activa es un homodimero en donde cada cadena polipeptidica esta
conformada por 656 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 74.6 KDa
(Genecard, 2007). La enzima codificada es la 5-10 Metilentetrahidrofolato
reductasa la cual tiene un papel principal en el metabolismo de los folatos al

convertir el 5,10 metilentetrahidrofolato, un donador de carbono en la biosintesis
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de nucléotidos, a 5 metilentetrahidrofolato, un donador de carbono en la
remetilacién de la homocisteina a metionina (Goyette, 1998).

Dos variantes han sido ampliamente analizadas dentro de este gen y su
asociacion a LPHA (van Rooij, 2003) las cuales son dos SNP's: rs1801133 y
rs1801131. EL SNP rs1801133 es una transicion C>T, también nombrado en la
literatura como 677 C>T, es un cambio de sentido errbneo que sustituye a un
codén de alanina por uno de valina en la posicion 222. EI SNP rs1801131
(también conocido como 1298 A>C) es una transversion A>C en la posicion
c.1515, el cual es un cambio de sentido errébneo que causa la sustitucion de un
glutamato en alanina en el residuo 429 de la proteina.

Se ha descrito que la variante rs1801133 esta presente en el 58% de la poblacién
de la Ciudad de México mientras que la variante rs1801131 se encuentra hasta en
el 14% en esta misma poblaciéon (Guéant-Rodriguez, 2006), por lo que se
considera que ambas tienen una alta prevalencia. En la mayoria de los estudios
donde se han analizado estas variantes no se ha encontrado asociacion con LPHA
(Shaw, 1998; Tolarova, 1998; Martinelli, 2001; Grunert, 2002; van Rooij, 2003;
Shotelersuk, 2003; Pezzetti, 2004; Gaspar, 2004; Brandalize, 2007; Ali, 2009;
Boyles, 2008, Davalos-Rodriguez, 2009), lo cual apoya aun mas un reciente meta-
analisis publicado en 2007 (Verkleij-Hagoort, 2007).

En muy pocos estudios se ha observado asociacidon significativa con la variante
rs1801133, dentro de los cuales se encuentra uno realizado en poblacién de
Irlanda (66 casos, 848 controles), en el cual tomaron como el grupo de riesgo los
individuos homocigotos para el alelo T. En este trabajo al analizar a los pacientes
gue sdlo tenian labio hendido no observaron asociacion (OR=1.65 95%CI=0.81-
3.35), pero en pacientes con la presencia de solo paladar hendido si identificaron
una asociacion (OR=3.23 95%CIl=1.32-7.86) al igual que al combinar los grupos se
encontré una asociacion positiva significativa (OR 2.06 95%CI 1.16-3.66) (Mills,
1999). Sin embargo, el mismo grupo en un trabajo posterior con un tamafio de
muestra mayor (492 casos LPHA, 321 PHS y 1599 controles) no identificaron
asociacion entre esta variante y LPHA (OR 1.08 IC95% 0.78-1.50) (Mills, 2008).

Un grupo en China ha realizado dos estudios de asociacion de la variante
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rs1801133 con LPH en poblaciones del norte y del sur de China, en el primero al
analizar 77 trios del norte en la que reportan una sobretransmision del alelo T (OR
2.24 IC 95% 1.08-4.65), mientras que en la poblacién del sur con 93 trios no se
observo esta asociacion (Zhu, 2006); en el segundo estudio analizan 188 trios del
norte de China y reportan asociado el alelo T a un mayor riesgo de presentar
LPHA, ya sea en estado heterocigoto (OR 3.11 1C95% 1.18-8.23) o en estado
homocigoto (OR 3.36 IC95% 1.14-9.93) (Zhu, 2010).

En Francia en un estudio que incluyo 148 casos y 168 controles, al comparar la
prevalencia de individuos homocigotos para el alelo C y homocigotos para el alelo
T se reporta una asociacion casi significativa con LPHA e incluso los autores
mencionan un posible efecto protector del alelo T (OR 0.54 IC95% 0.3-1.1)
(Chevrier, 2007), dado que se ha postulado que una baja actividad de MTHFR
causada por la presencia del alelo T, podria elevar los niveles intracelulares del
metabolito 5,10-metilentetrahidrofolato que es necesario para la conversion de
desoxi-uracil-monofosfato (dUMP) a desoxi-tirosin-monofosfato (dTMP), lo que
resultaria en una menor incorporacion incorrecta de uracilo al DNA que
condicionaria un efecto protector para presentar LPHA (Ma, 1997), sin embargo,
es el unico estudio en la literatura que menciona esta asociacion de LPH con el
alelo T como factor de proteccion.

Como se menciono previamente, la asociacion de la variante 1801131 (1298A>C)
en el gen MTHFR y LPHA ha sido analizada en varios estudios, casi siempre en
conjunto con la variante rs1801133 (677C>T), sin embargo en la mayoria de ellos
no se ha observado asociacion estadistica, un meta-analisis al analizar 5 estudios
no encuentra asociacién de esta variante con LPHA OR 0.87 (IC95% 0.61-1.23)
(Verkleij-Hagoort, 2007) y otro estudio realizado en Noruega no incluido en este
meta-analisis tampoco encuentra asociacion entre rs1801131 y LPHA (Jugessur,
2003). Un estudio realizado en poblacion de Estonia al analizar 100 casos de
LPHA y 205 controles reporta al SNP rs1801131 asociado a LPHA con un valor de
OR de 0.59 (1C95% 0.40-0.86 p= 0.0067) (Jagomagi, 2010), en este estudio los
autores reconocen ser el Unico estudio en donde esta variante se reporta asociada

a LPHA a pesar de ser tan ampliamente analizada en la literatura.
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En la tabla 3 se resumen los reportes mencionados de asociacion de las variantes

genéticas analizadas en este estudio el riesgo de presentar LPHA.
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Tabla 3. Estudios previos con asociacidn positiva de las variantes
genéticas incluidas en este estudio con LPHA.

Variante Poblacién Tamafio de muestra OROGvalordep  Referencia
Ardinger, 1989.
lowa EUA 80 casos, 98 controles p=0.0047
TGFA Sassani, 1993.
Filadelfia EUA 100 casos 98 controles p=0.03
g.101537_101540 Chenevix-
Francia 96 casos 100 controles p=0.0003
delTAAT (Taql) Trench, 1992.
Inglaterra 57 casos 60 controles p< 0.001
Holder, 1996.
Ardinger, 1989.
lowa EUA 80 casos 98 controles p=0.0052
Jara, 1995.
TGFA rs11466297 Chile 80 casos 102 controles OR4.9
Chenevix-
Francia 96 casos 100 controles p=0.013
Trench, 1992.
Holder, 1992.
Inglaterra 60 casos, 60 controles p=0.037
Chenevix-
TGFA Rsal Francia 96 casos 100 controles p=0.022
Trench, 1992.
lowa EUA 80 casos 98 controles p=0.044
Ardinger, 1989.
112 casos, 192
TGFB3rs3917168 Japoén p=0.0016 Ichikawa, 2006.
controles
EUA, Corea,
OR=0.26 AA
Singapur, 2297 trios Park, 2007.
MSX1 rs12532 1C95% 0.10-0.99
Taiwan. 150 trios Suazo, 2010.
p=0.016
Chile.
197casos,
lowa EUA p=0.013 Lidral, 1998.
MSX1 rs3416410 159controles
Baltimore EUA p=0.005 Fallin, 2003.
206 trios
Vieira, 2005.
EUA y Filipinas 1,098 casos 0.15% en casos
MSX1 rs104893854 Tongkobpetch,
Vietnam 100 casos 3% en casos
2006.
1968 familias o Zucchero,
Multiétnico TDT p<10
IRF6 rs2235371 1716 casos-trios, 2090 1 2003.
Multiétnico p=1X10
controles Rahimov, 2008.
Italia 219 trios TDT p= 0.002 Scapoli, 2005.
IRF6 rs2235375
China 206 trios TDT p=0.000 Huang, 2009.
PVRL1 rs7940667 Multiétnico 800 trios TDT p=0.04 Avila, 2006.
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243 casos, 145

Venezuela controles p=0.00039 S6zen, 2001.
PVRL1 rs104894281
Italia 143 casos, 292 OR 1.9 Scapoli, 2006.
controles
OR 3.36
Norte de China 188 trios Zhu, 2010.
IC95% 1.14-9.93
MTHFR rs1801133
OR2.24
Norte de China 93 trios Zhu, 2006.
IC 95% 1.08-4.65
100 casos, 205
MTHFR rs1801131 Estonia p=0.0067 Jagomagi, 2010

controles

Region cromosoémica 8q24

En el afio 2009 dos grupos independientes, mediante estudios de escaneo amplio
del genoma, con el andlisis de aproximadamente 500,000 SNP, encontraron una
fuerte asociacion entre LPHA y la region cromosémica 8924, el primer reporte fue
realizado por Birnbaum y cols, al analizar 224 casos y 383 controles de origen
aleman (Birnbaum, 2009), encontraron una fuerte asociaciéon con una region de
640Kb ubicada en 8g24.21, en la cual no se localizan genes conocidos, estos
autores observaron que los SNP's con la asociacion mas fuerte fueron rs987525
(p=3.34X102%) y rs17241253 (p=1.11X192%). La asociacion de LPHA con esta
region fue confirmada poco después en un estudio realizado en poblacién de
Filadelfia Estados Unidos, con 111 casos y 5951 controles siendo nuevamente el
SNP rs987525 el que presentdé el valor de asociacion mas significativo
(p=9.18X10®)(Grant, 2009).

Los genes mas cercanos a esta region se encuentran a 900 Kb rio abajo y 800 Kb
rio arriba entre los que se encuentran el protooncogen PVT1 y el gen GSDMC
miembro de la familia de las gasmerdinas. De acuerdo a su funcion, ambos genes
tienen poca probabilidad de participar en alguna ruta del desarrollo facial. En el
estudio realizado por Birnbaum en Alemania se tratd0 de identificar posibles
transcritos originados en esta region con dos paneles de expresion, uno de origen

fetal y otro adulto; sin embargo, no se encontré ningun transcrito que tuviera su
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origen en esta region del genoma. En el mismo estudio se buscaron la presencia
de elementos regulatorios en cis o en trans por medio del analisis de bases de
datos de expresion en lineas celulares de linfoblastos sin resultados positivos. Al
tratar de identificar una posible interaccidon entre las variantes en 8q24 vy
polimorfismos del gen IRF6, en especifico el SNP rs642961 previamente asociado
con LPH, no se encontrd evidencia de interaccion. Por lo anterior, el mecanismo
por el cual esta region de 640 Kb participa o se asocia a la patogénesis del LPHA

permanece desconocida (Nikopensius, 2009).
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Tabla 4. Estudios de Asociacién de LPHA y la region cromos6mica 8q24.

Referencia Poblacién Tamafio de Varl'antes Método de andlisis OR 6 valor de p.
muestra analizadas
2 .
Birnbaum, Alemania con'?rsoles v rs987525, Escaneo amplio del p=3.34X10 24;
_ 23
2009. 462 casos rs17241253 genoma. p=1.1X0
5051
Filadelfi E li | .
Grant, 2009 s rs987525 SR p=19.18X10®
EUA genoma.
111 casos
1023
controlesy Replicacidn
Nikopensius, Estoniay 105 casos en 1s087525 resultados de genes  p= 5.97X107 Estonia;
2009. Lituania Lituania; 244 candidatos. Prueba p= 1.60X10”
controlesy de Armitage.
112 casos.
p=5X10-16 Europeos;
825 trios p=0.00893 Asiaticos.
Beaty, 2010. Eu§ope§a y Europeos y rs087525 Escaneo amplio del No asociado en
asiasitica 1038 genoma. muestras de
Asiaticos. Guatemala, Filipinas,
China e India.
303 Replicacién
Rojas- Maya de controles 1<987525 resultados de genes  OR 6.36 (1.69-23.95)
Martinez, 2010 Chiapas Y candidatos. Prueba CCvs AA
149 casos .
de Armitage.
379?';:,5: y rs982575 (p=
Hispanos de 0.000003);
grigen Replicacion rs17241253 (p=
Blanton, 2010 Texas. mexicano; rs987525, resuI’Fados de gcler'\e.s 0.001) para gl grupo
. rs17241253 candidatos. Analisis blanco no Hispano.
28 el y TDT No se encuentra
234 trios ’ .
asociacion en el
HEGEEI rupo de Hispanos
hispanos. grup P ’
Mostowska 175 resu:?c(aezlclza;alaonenes rs987525 OR 3.79
2010 ! Polonia. controles y rs987525 candidatos Ar%élisis IC95% 1.9-7.9 p=
175 casos. ) 0.00072 CCvs AA
TDT.
105 Replicacidn
Weatherley- Kenia I rs087525 resultados de genes No asociacion,
White, 2011 y candidatos. Analisis rs98525 p=0.97
128 casos.
TDT.
336 Replicacién CCvs ACp=0.0016
. . resultados de genes (OR 1.801C95% 1.21-
Brito, 2012 Brasil ‘;‘g;trczlse;y rs987525 candidatos. Analisis  2.69); CCvs AA OR

TDT.

2.711C95% 1.47-4.96)
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Replicacion

200
Sur de resultados de genes No asociacién de
Xu, 2012 China RIS 987525 candidatos. Analisis rs98525.
216 casos
TDT.
Replicacién No asociacién de
130 resultados de genes rs98525 y los otros 12
Hikida, 2011 Japdn controles y rs987525 . g’ .. . Y .
176 casos candidatos. Analisis SNP's analizados en

TDT. 8g24.

Posterior a estos dos reportes se han publicado trabajos realizados en diferentes
poblaciones en donde se ha observado asociacion de esta region con LPHA. En el
este de Europa se observo asociacion del SNP rs987525, ubicado en esta region
8qg24, con un valor de p=5.97X10" en la prueba de Armitage y un OR de 5.56
(1C95% 2.52-12.3) para homocigotos en poblacion de Estonia (105 casos y 1023
controles) y un valor de p=1.60X10" en la prueba de Armitage y un OR de 11.13
(IC95% 3.0-41.36) para homocigotos en poblacion de Lituania (112 casos y 244)
(Nikopensius, 2009). Otro estudio al analizar este mismo SNP en Polonia con 175
casos y 175 controles lo encontraron asociado a LPHA tanto en individuos
heterocigotos (OR 1.74 1C95% 1.2-2.5) como para los individuos homocigotos
para el alelo menor (A) (OR 3.79 IC95% 1.9-7.9) (Mostowska, 2010). Finalmente
destacamos el trabajo realizado en México en poblacibn Maya del estado de
Chiapas en el que reportan asociacion de este SNP rs987525 y LPHA en
individuos homocigotos para el alelo A (OR 6.36 IC95% 1.69-23.95) mientras que
ésta asociacion no fue observada con heterocigotos (Rojas-Martinez, 2010).

En un reporte en donde realizan un escaneo amplio del genoma confirman la
asociacion de 8924 con LPHA. La variante rs987525 en 825 trios de ascendencia
Europea mostré asociacién (p=5X107%) asi como en 1038 trios de ascendencia
Asiética (p=0.00893). Sin embargo en este mismo estudio rs987525 no mostro
asociacion en trios de Guatemala, Filipinas, China e India (Beaty, 2010). En otro
estudio en donde no encontraron asociacion de 10 variantes ubicadas en 8qg24,
incluida rs98725, fue realizado en Texas al analizar 37 familias y 91 trios Hispanos
de origen Mexicano (Blanton, 2010). Estos estudios indican que la asociacion de
ésta region de 8924 con LPHA varia de acuerdo al origen étnico de la poblacion

analizada, ya que en poblaciones de origen caucasico existe una clara asociacion,
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mientras que en poblaciones de origen asiatico la asociacion estadistica es menor
(Beaty, 2010) y poblaciones hispanas no se observa ésta asociacion (Blanton,
2010).

FOXE1, MAFB, ABCA4, 17922 y 10g25.3.

Estudios genéticos recientes, principalmente estudios de escaneo amplio del
genoma, han identificado nuevas regiones de susceptibilidad asociadas a LPHA.
En un estudio realizado en 273 familias afectadas de origen Colombiano, 464 trios
de lowa EU y 577 familias de Filipinas, en el cual se analizaron 397 SNP's
localizados en la region 9922-g33 y secuenciando los genes candidatos ubicados
en esta region, previamente asociada a LPHA en estudio de escaneo amplio del
genoma (Marazita, 2004), reportan asociacion de SNP’s y haplotipos en el gen
FOXE1 con valores de p=1.45x10% Los resultados fueron replicados en
poblaciones europeas de Dinamarca y Noruega. Al analizar juntas todas
poblaciones se encontré a los SNP’s rs3758249 y rs4460498 con valores de
asociacion de p= 5.01x10™ y p= 6.51x10™*? respectivamente, ambos SNP's se
localizan en un bloque de desequilibrio de ligamiento de 70 kb en el que se
encuentra FOXE1 (Moreno, 2009).

En otro estudio de escaneo amplio del genoma realizado en 401 casos y 1323
controles de Europa central y a los cuales se les analiz6 500, 000 SNP's reportan
dos nuevos loci asociados a LPHA, el primero en 1722 (rs227731 p=1.07 x 10%y
con un riesgo relativo para homocigotos (RRpom)= 1.84, IC 95% 1.34-2.53, en esta
region se encuentra codificada la proteina Noggin por el gen NOG, esta proteina
es un antagonista de las proteinas de la familia de TGFB que participan en el
desarrollo craneofacial. El segundo locus se ubic6 en 10925.3 (rs7078160 p= 1.92
x 108 y RRpom= 2.17, IC 95% 1.32-3.56) y en esta region se localizan dos genes
KIAA1598 y VAX1; ratones con mutaciones homocigotas para vaxl muestran
malformaciones craneofaciales incluyendo paladar hendido (Mangold, 2010).

Los genes MAFB y ABCA4 fueron identificados como asociados a LPHA en un
estudio de escaneo amplio del genoma en una poblacion de 825 trios de
ascendencia europea y 1038 trios de ascendencia Asiatica en donde el SNP
rs13041247 cercano a MAFB en 20g12 mostré un OR= 0.704 1C95%= 0.63- 0.77
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p=2.05 x10™* y también el SNP rs560426 cercano a ABCA4 en 1p22 con un OR=
1.43 1C95%= 1.29- 1.58 p= 5.70 x10™*? (Beaty, 2010). En este mismo trabajo
reportan asociacion de variantes ubicadas en IRF6 y 8924, pero estas regiones ya
habian sido reportadas previamente.

INTERACCION GEN-GEN Y GEN AMBIENTE

La interaccion (0 epistasis) gen-gen y la interaccibn gen-ambiente son
consideradas como una desviacion de la linealidad que existe entre un genotipo y
un fenotipo. Bioldgicamente se considera a la epistasis como responsable de las
desviaciones de la segregacion Mendeliana (Moore, 2006). Se ha propuesto que
las interacciones gen-gen y gen-ambiente tienen una participacion en la etiologia
del LPHA, por lo que es importante investigar estas interacciones, ya que el efecto
independiente que pueden tener las variantes genéticas con respecto al LPHA
puede estar sesgado si la interaccion que puede existir entre diferentes factores
no es tomada en cuenta (Mossey, 2009). A pesar de lo anterior existen pocos
estudios que analicen la interaccibn gen-gen y gen-ambiente debido
probablemente a que las herramientas estadisticas para este tipo de analisis no
eran lo suficientemente poderosas. Recientemente se han desarrollado nuevos
modelos matematicos para realizar interacciones que han permitido en los ultimos
afos aumentar el nUmero de estudios en donde es interacciones son analizadas
(Moore, 2006). Como ejemplo de lo anterior se puede mencionar el analisis de las
variantes rs1801133 (677C>T) y rs1801131 (1298A>C) del gen MTHFR en nifios
con LPHA y sus madres (189 madres de controles y 170 madres de casos) y su
interaccién con la suplementacién periconcepcional con acido félico, realizado por
van Rooij que al estimar los OR y los intervalos de confianza observé que las
madres que no consumieron acido folico y que son portadores de al menos un
alelo T de la variante rs1801133 5.59 (IC95% 1.1-30.9) al ser comparadas con
aguellas madres que no eran portadores del alelo T y que consumieron acido
félico en los primeros meses de embarazo (van Rooij, 2003)

La interaccion gen-ambiente determinada por el calculo de OR e intervalo de
confianza, fue observada entre la variante 5'UTR.1 (del1083_1087AGAGGG) en el
gen TGFB3 y el consumo de tabaco en por lo menos un estudio en el cual la
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variante 5'UTR.1 no mostré un efecto independiente asociado a LPHA (OR 1.1
IC95% 0.6-2.1), al igual que el consumo sélo de tabaco en los dos primeros meses
de embarazo (OR 1.3 1C95% 0.7-2.3 para un consumo de mas de 10 cigarros al
dia). Sin embargo, niflos homocigotos para la deleciébn del hexanucléotido
AGAGGG y cuyas madres consumieron mas de 10 cigarros al dia en los 2
primeros meses de embarazo presentaron un OR para LPHA de 2.8 (IC95% 1.1-
4.7) al ser comparados contra nifios homocigotos para el alelo sin delecién y
cuyas madres no fumaron en los 2 primeros meses de gestacion (Romitti, 1999).
Mas recientemente se ha descrito interaccion entre el SNP rs17015218 del gen
IRF6 y la suplementacién con multivitaminicos durante el embarazo por medio de
un analisis de regresion logistica condicional en una muestra de 326 trios de
origen Chino. EI SNP rs17015218 no mostro asociacion de manera independiente
a LPHA (p= 0.74) y no reportan si el consumo de multivitaminicos de manera
independiente se asocio a LPHA,; sin embargo, en este estudio se reporté que el
genotipo AG para la variante rs17015218 en combinacién con el consumo de
multivitaminicos reduce el riesgo a LPHA (OR 0.13 1C95% 0.02-0.99) (Wu, 2010).
También se ha descrito interaccion gen-gen entre el SNP rs642961 ubicado en el
gen IRF6 con cada uno de tres SNP's (rs987525, rs17241253 y rs1530300)
ubicados en la regién en 8924 con valores de p de 0.0038, 0.0072 y 0.004
respectivamente, estas interacciones se observaron al analizar 317 familias no
Hispanas de Texas por el método de ecuaciones de estimacion generalizadas
(Blanton, 2010).

Recientemente se ha descrito interaccion entre las variantes en los genes de la
familia FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) en una muestra de 297 trios de
cuatro poblaciones diferentes. En especifico la variante rs2043278 en FGF18 y la
variante rs12870202 en FGF9 mostraron interaccién al ser analizadas por una
prueba de razon de verosimilitud con un valor de p=0.0001 (Wang, 2011).
Finalmente también se ha reportado la interaccion gen-gen con respecto a la
presencia de LPHA para variantes en genes relacionados al metabolismo del
acido folico al analizar 184 madres controles y 186 madres de casos. En dicho

estudio se observd la interaccibn entre tres variantes: MTHFR rs2274976,
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MTHFD1 rs2236225 y SCL19A1 rs1051266 (OR 5.36 1C95% 1.03-27.83) por MDR
(Bufalino, 2010). En la tabla 5 se resumen las principales caracteristicas de
estudios que han analizado la interaccidn gen-ambiente y gen-gen con respecto a

LPHA.
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Tabla 5. Estudios de andlisis de interaccién gen-gen y gen-ambiente y LPHA.

Tamaiio de
muestra

variables con
interaccion

Método de analisis

OR 6 valor de p

Referencia Poblacion
Romitti,
1999 lowa EUA.
Van Rooij,
2003 Holanda
Wu, 2010 China
Blanton,
2010 Texas EUA
Bufalino, Brasil
2010
Maryland
EUA;
Wang, 2011 Taiwan;
Singapury
Corea

407
controles
378 casos

189
controles,
170 casos

326 trios

317 familas
no Hispanas

y 128
familias

Hispanas

184madres
de controles

y 186

madres de

Casos

297 trios

Variante 5' UTR.1
de TGFB3y
consumo de tabaco
en los primeros dos
meses de
embarazo.
Consumo de acido
foélico y Genotipo
rs1801133
(677C>T) de MTHFR
en madres
rs17015218 en IRF6
y consumo de
multivitaminicos.
rs987525,
rs17241253,
rs1530300 en 8q24
y rs642961 en IRF6
Interaccién sélo
observada en
familias Hispanas

rs2274076 de
MTHFR, rs2236225
MTHFD1y
rs1051266 SLC19A1

rs2043278 en
FGF18 y
rs12870202 en
FGF9

Estimacion de OR e
Intervalo de confianza
por tablas de
contingencia.

Estimacion de OR e
Intervalo de confianza
por tablas de
contingencia.

Regresion logistica
condicional

Ecuaciones de
estimacion
generalizadas

Reduccién de la
dimensionalidad
multifactorial (MDR)

Prueba de razon de
verosimilitud

2.3
(1C95% 1.1-4.7)

5.59
(1C95% 1.1-30.9)

0.13
(1C95% 0.02-0.99)

rs642961-
rs987525 p=
0.0038. rs642961-
rs17241253 p=
0.0072. rs642961-
rs1530300
p=0.004

Interaccién entre
las tres variantes
OR 5.36 (1C95%
1.03-27.83) p=
0.03

p= 0.0001
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JUSTIFICACION

El labio paladar hendido tiene un fuerte impacto en la calidad de vida del paciente
que lo padece. El tratamiento de estos pacientes es multidisciplinario y de largo
plazo. Con estos antecedentes y dada su alta prevalencia se considera un
problema de salud publica; por ello, el LPHA y otras malformaciones congénitas se
encuentran dentro de las lineas prioritarias de investigacion de la Secretaria de
Salud de México.

El LPHA tiene una etiologia compleja por lo que es necesario identificar tanto los
factores genéticos como ambientales que la componen, asi como los mecanismos
que lo originan. El estudio del componente genético en la etiologia del LPHA ha
sido analizado y reportado en la literatura cientifica desde hace tiempo, en estos
reportes se ha demostrado la asociacion de ciertas variantes de algunos genes y
regiones cromosOmicas con un mayor riesgo de presentar esta malformacion; sin
embargo, en la mayoria de estos analisis se han obtenido resultados
inconsistentes, debido probablemente a la variacion en el origen étnico de las
poblaciones estudiadas y que pueden condicionar variaciones en las frecuencias
alélicas de las variantes que se analizan.

En poblacion Mexicana so6lo existen dos reportes del andlisis de variantes
genéticas y su asociacién a LPHA. Dado que se cuenta con poca informaciéon en
nuestra poblacién, consideramos que es importante realizar mas estudios que
permitan conocer los componentes genéticos que participan en la etiologia de esta
malformacion. Los resultados obtenidos en este trabajo permitirian conocer mejor
el papel de los genes candidatos estudiados en la etiologia de este padecimiento
en poblacion mestiza mexicana. Asi mismo creemos que estos resultados pueden
servir como un punto de referencia para estudios similares en poblaciones con un
origen étnico similar al de la poblacion mexicana.

Estudios previos en otras poblaciones han buscado interacciones entre diferentes
factores genéticos y ambientales que afecten el riesgo a presentar LPHA, sin

embargo los estudios realizados en México no han buscado estas interacciones,
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por lo cual en este estudio realizamos el andlisis de interaccion de todas las

variantes genéticas y ambientales analizadas.
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OBJETIVOS

GENERAL:

Identificar asociaciones entre la presencia de labio paladar hendido aislado y las

variantes polimorficas de los genes estudiados en poblacién mexicana.

PARTICULARES:

1.- Establecer la frecuencias alélicas y genotipicas para cada una de las variantes
analizadas tanto en el grupo de casos como el de controles.

2.- Analizar cada uno de los marcadores genéticos para identificar asociaciones
significativas con LPHA.

3.- Conformar haplotipos entre los marcadores genéticos y realizar andlisis de
haplotipos de asociacion a LPHA.

4.- Analizar posibles interacciones Gen-Gen y Gen-Ambiente.
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MATERIALES Y METODOS.

DISENO DEL ESTUDIO Y DESCRIPCION DE LA MUESTRA.

Es un estudio de asociacion, de casos y controles, en el que se buscaron posibles
asociaciones entre LPHA y 19 variantes genéticas localizadas en seis genes
candidatos: MTHFR (rs1801133, rs1801131), TGFA (rs11466297, Rsal,
0.101537_101540delTAAT), TGFB3 (rs11466419), MSX1 (rs104893854, rs12532,
rs34165410), PVRL1 (rs7940667, rs104894281), IRF6 (rs2235371, rs2235375) y
la region cromosomica 8q24 (rs987525, rs17241253, rs10956463, rs759944,
rs16903635, rs7843646) en una poblacion mestiza Mexicana de la Ciudad de
México y su area conurbada. Se captaron 132 pacientes diagnosticados con LPHA
y 370 controles sanos; todos los individuos incluidos nacieron en la Ciudad de
México y sus padres residieron en dicha ciudad por lo menos un afio previo al
nacimiento de los participantes. Los padres y los abuelos de todos los
participantes eran mexicanos. Los pacientes con LPHA se incluyeron durante su
seguimiento médico en los servicios de genética, cirugia o estomatologia del
Instituto Nacional de Pediatria y contaron con una evaluacion integral por un
genetista clinico (Dra. Ariadna Gonzalez del Angel o por la Dra. Bernardette
Estandia Ortega), con lo cual se excluyeron aquellos casos con cualquier dato
sugerente de una forma sindromica de LPH. El grupo control se conformé por
nifos que se encontraban en seguimiento de protocolos de seguridad por la
aplicacién de vacunas en el mismo Instituto, quienes fueron considerados como
sanos de acuerdo a la evaluacion de un pediatra. Se aplicé un cuestionario a las
madres de los casos y controles para conocer antecedentes sobre la historia
familiar, exposicion de la madre a teratdgenos durante el embarazo y consumo de
acido folico en el periodo periconcepcional (Anexo 1). Se obtuvo DNA de los
individuos por el método de precipitacién salina (Gentra Systems, Minneapolis,
USA) o por el método de adsorcion en silica (QlAamp DNA blood mini Kkit,
QIAGEN, Germantown, MD, USA) a partir de sangre periférica (casos) 0 mucosa
oral (controles). Se conté con la aprobacion para la realizaciéon del estudio por
parte de los comités de Etica e Investigacion del Instituto. Todos los padres de los
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casos y controles firmaron una carta de consentimiento informado para su
inclusién en el estudio (Anexos II, I, IV y V).

El tamafio de muestra fue calculado a partir del reporte de asociacion positiva a
LPHA para la variante con menor frecuencia alélica en el programa en linea Power
for Association With Error (PAWE) (http://linkage.rockefeller.edu/pawe/). En este
caso fue la variante rs34165410 del gen MSX1 con una frecuencia alélica para el
alelo menor de 0.016 para casos y 0.055 para controles segun lo reportado en una
poblacién de lowa (Lidral, 1998). El poder estadistico ingresado al programa 0.90
bajo un modelo de error de Gordon-Heat-Liu (no se asume un sesgo en la
genotipificacion) y un nivel de significancia minimo de 0.05. El calculo de del poder
estadistico para las variantes se realiz6 también con el programa PAWE a partir

de las frecuencias alélicas obtenidas.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL DE LA MUESTRA

Dado que la poblacion mestizo Mexicana es genéticamente heterogénea
realizamos un analisis de la estructura genética poblacional para disminuir el
riesgo de asociaciones espurias debido a estratificacion dentro de la muestra. Un
panel de 10 marcadores informativos de ascendencia (AIM's) (rs223830,
rs203096, rs722098, rs17203, rs3340, rs2862, rs4884, rs1800498, rs2695,
rs723822) fue genotipificado; este panel ha sido previamente utilizado en estudios
de casos y controles en México (Jiménez-Morales, 2009; Villalobos-Comparan,
2008; Martinez-Marignac, 2007). Los 10 AIM's utilizados distinguen principalmente
entre ascendencia Europea y Amerindia (6>0.44). La genotipificacion fue realizada
utilizando un ensayo KASPar system. Se utilizd el programa STRUCTURE para
identificar estratificacion dentro de las muestras infiriendo el valor de a. Valores de
o>1 implican que la mayoria de los individuos son mestizos (Pritchard, 2000). Los
parametros y los resultados detallados de este analisis se presentan en el Anexo
VII.
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SELECCION DE GENES CANDIDATOS Y VARIANTES GENETICAS

Las variantes en los genes MTHFR, TGFA, TGFB3, MSX1, IRF6 y PVRLL1 fueron
seleccionadas bajo el criterio de que cada una de ellas tuviera por lo menos un
reporte positivo de asociacion a LPHA en la literatura (Ardinger, 1989; Holder,
1992; Vieira, 2005; Zucchero, 2004; Scapoli, 2005; Lidral, 1998; Park, 2007,
Suzuki, 2004; Ichikawa, 2006; S6zen, 2001; Avila, 2006; Zhu, 2009; Jagomagi,
2010). En la region 8g24, libre de genes, se analizaron seis SNP's; dos de estos:
rs987525 y rs17241253, fueron los que presentaron los valores de asociacion
estadistica mayor en los dos primeros reportes de asociacion de esta region
(Birnbaum, 2009; Grant, 2009). Los otros cuatro SNP's fueron seleccionados con
base en las frecuencias alélicas reportadas en México con una frecuencia del alelo
menor (FAM) mayor a 0.1 y por su localizacién, para abarcar al menos 337 Kb de
la regidon de 640 Kb.

GENOTIPIFICACION

Las variantes rs1801133, rs1801131 en MTHFR, g.101507_101540delTAAT, Rsal,
rs11466297 en TGFA y rs2235371 en IRF6 fueron genotipificadas por PCR-
restriccion como se ha descrito en la literatura (van der Put, 1998; Hwang, 1995;
Srichomthong, 2005). La variante rs104893854 en MSX1 fue analizada por un
método de mutagénesis dirigida y restriccion previamente reportado
(Tongkobpetch, 2006). Para la deteccién de la variante rs104894281 (p.W185X)
en el gen PVRL1 estandarizamos un método de PCR-restriccion, para ello se
disefiaron primers para amplificar la region que flanquea la variante, utilizando la
secuencia de referencia NG_013083.1 (Primer Forward: 5
CCTTTTGGCCGGTGCATCTT3 Reverse: 5’AAGGAGAGGAGGAGGGAGGA3),
el producto de PCR de 441 pb fue restringido con la endonucleasa Avrll; en
presencia del alelo A de la variante (c.554G>A) se generan dos fragmentos de
restriccion, uno de 252bp y otro de 189bp de longitud, los cuales fueron analizados
en geles de agarosa al 2%.

Las variantes rs12532 en el gen MSX1, rs2235375 en el gen IRF6, rs7940667 en
PVRL1, rs3917168 en TGFB3 y rs987525, rs17241253, rs10956463, rs759944,
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rs16903635, rs7843646 en 8qg24 fueron genotipificadas por el método de
discriminacion alélica en tiempo real con ensayos TagMan® SNP Genotyping
Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA.). Todas las sondas utilizadas
existian comercialmente en el catalogo de ensayos predisefiados y evaluados por
el proveedor.

El SNP rs3416410 en MSX1 fue genotipificado por medio de un ensayo KASPar
System por la empresa KBiosciences (Hertfordshire, UK,

http://www.kbioscience.co.uk/). Para evaluar la confiabilidad de la genotipificacion

por esta técnica se seleccioné el 10% de las muestras al azar y fueron analizadas
por duplicado, y se encontré6 un cien por ciento de concordancia entre las
muestras.

Para confirmar nuestros resultados de genotipificacion las variantes analizadas por
PCR-restriccién fueron corroboradas por secuenciacion en un grupo de muestras
seleccionadas al azar mientras que las variantes analizadas por discriminacion
alélica por PCR tiempo real fueron estudiadas por duplicado. Los primers
utilizados para las reacciones de PCR, las condiciones de restriccion y los
programas de termociclado se presentan en el anexo VI

ANALISIS ESTADISTICO

El equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) fue analizado para todas las variantes por
el método exacto de Fisher. Para la deteccion de asociacion entre los marcadores
genéticos y LPHA se utilizé una prueba de tendencia de Armitage-Cochran de dos
colas y los valores de significancia y OR para todas las variantes se calcularon con
el programa en linea DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl), se aplicé la
correccion de Bonferroni a los valores estadisticamente significativos.

El andlisis de haplotipos se realizdé en aquellas variantes ubicadas en el mismo
gen y que ademas se encontraran en desequilibrio de ligamiento (DL),
considerando que existe DL cuando los valores de D' son mayores a 60 (D'>60),
utilizando el programa Haploview (Barret, 2005). Los haplotipos con valores de
asociacion de p<0.05 se sometieron a una prueba de permutacion de 100,000

repeticiones en el mismo programa. Se considerd una asociacion positiva a LPHA
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si un haplotipo mostraba un valor de significancia <0.05 después del analisis de
permutacion.

La interaccion gen-gen y gen-ambiente se analiz6 en primera instancia por una
regresion logistica binaria en la cual se parearon todas las variantes genéticas
versus todas las variantes genéticas (interaccion gen-gen) y todas las variantes
genéticas versus factores ambientales (no consumo de acido félico materno,
consumo materno de tabaco y alcohol) (interaccion gen-ambiente) bajo modelos
dominantes y recesivos con el paquete estadistico SPSS (Version 17.0, Chicago
IL, USA). Las variantes con posibles interacciones (p<0.05) en el analisis por
regresion logistica se utilizaron para generar modelos de dos o tres atributos para
ser analizados por método MDR por sus siglas en inglés, version 2.0 8.4
disponible en http://www.epistasis.org/. Los mejores modelos finales se obtuvieron
a partir de los valores de "Testing Accuracy" (TA) para cada modelo. Se utilizé
una validacién cruzada "Cross Validation" (CV) de 10; la significancia estadistica
de los modelos de MDR obtenidos se calcul6 con el moédulo de permutacion en el
programa MDR después de 10,000 repeticiones.
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RESULTADOS

Los datos generales de la muestra con respecto a la edad promedio, género,

consumo de acido folico y lateralidad del defecto se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Datos clinicos y demograficos de los casos y controles. *AF

Acido Félico.

Controles Casos
n=370 n=132
Edad promedio (afios) 1.27 5.5
51%Varones 68%Varones
Género
49% Mujeres 32% Mujeres
Consumo Periconcepcional de AF* 13% 1.5%
Consumo Preconcepcional de AF 1% 0%
Consumo Postconcepcional de AF 59.3% 45.8%
Consumo de AF 73.3% 47.3%

Antecedente de LPHA en la Familia
1% 16%
(Primer y segundo grado)

44% Izquierdo

24% Derecho
Lateralidad del defecto
31% Bilateral

El antecedente de consumo periconcepcional de acido félico (tres meses antes y
tres meses después de la concepcién) fue muy bajo en nuestra muestra (13%
controles, 1.5% casos), por lo que establecimos como una sola variable el
antecedente de ingesta de acido félico agrupando a las madres que consumieron
dicho suplemento ya fuera de manera periconcepcional, preconcepcional (tres
meses antes de la concepcion) o postconcepcional (tres meses después de la
concepcion). Se determino el OR o riesgo de tener un hijo con LPHA en aquellas
madres que consumieron acido félico con respecto a las que no lo consumieron
con la prueba de Ji cuadrada, el cual fue de 0.29 lo que indica que las madres que
consumieron acido folico tiene un riesgo menor de tener un hijo con LPHA con

respecto a las que no lo consumieron, los datos se presentan en la tabla 7.
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Tabla 7. Odds Ratio de presentar LPHA con Consumo vs No Consumo de
acido folico. *no se cuenta con datos de tres casos.

Consumo No consumo
Casos 61 68*
Controles 279 91

OR 0.29 1C95% [0.19-0.44] p<0.0001

Dentro del cuestionario aplicado a las madres también se pregunto sobre el
antecedente de consumo de medicamentos, alcohol o tabaco durante los tres
meses posteriores a la concepcion. En cuanto a consumo de medicamentos, el
30% de las madres de los casos y 15% de las madres de los controles tuvieron el
antecedente positivo; en ambos grupos soOlo 2% consumid mas de un
medicamento, sin embargo, dentro de los medicamentos utilizados, so6lo se
identificd uno (Amoxicilina) que se ha relacionado en la literatura con la presencia
de LPHA, el cual fue referido por una madre en cada grupo. El consumo de tabaco
se observo en el 8.3% en las madres de casos y en el 7.5% de controles; sin
embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas al analizarlas
por una prueba de Ji cuadrada (OR 0.89, IC95% 0.43-1.85). Con respecto al
alcohol, 9% de las madres de casos y el 6.7% de controles refirieron consumirlo,
sin ser una diferencia estadisticamente significativa (OR 0.71 IC95% 0.34-1.45).

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL

El analisis de estratificacion en la muestra por medio del programa STRUCTURE
calculo un valor de a= 3.31, lo que indica que no existe subestructura poblacional

dentro o entre los grupos (ver anexo VII).
ANALISIS DE ASOCIACION DE MARCADORES INDIVIDUALES Y DE HAPLOTIPOS

Con relacion a los resultados de las variables genéticas, no se identificé la
presencia del alelo menor para las variantes rs104893854 en MSX1, rs104894281
en PVRL1 y rs3917168 en TGFB3 en nuestra muestra, por lo que no se incluyeron
en el andlisis estadistico. Las otras variantes analizadas se encontraron en EHW

excepto rs11466297 en el gen TGFA, ya que esta variante estuvo fuera de EHW

53



tanto en casos como en controles, debido a ello ésta variante fue descartada del
estudio (Tabla 8).

Tabla 8. Variantes analizadas en el estudio, frecuencias genotipicas y prueba de
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg por la prueba exacta de Fisher.

Prueba de Prueba de
Variante Alelos Genotipo de_syiapién del Genotipo de_syiapién del
controles  equilibrio de HW casos equilibrio de HW
Controles Casos
MTHFR rs1801133 Cc/T 55/172/143 p=0.8254 38/55/39 p=0.0567
MTHFR rs1801131 A/C 260/94/16 p=0.0636 103/25/4 p=0.1180
IRF6 rs2235371 G/A 163/162/45 p=0.6436 75/50/7 p=0.8164
IRF6 rs2235375 C/G 141/165/64 p=0.1932 36/71/25 p=0.3845
TGFA Rsal CG/TT 313/52/5 p=0.1602 113/19/0 p=1.00
TGFA
g.101537_101540 gl 365/5/0 p=1.000 129/3/0 p=1.00
delTAAT (Taql) delTAAT
TGFA rs11466297 C/A 308/45/17 p=9.77X10'9 102/21/9 p=0.0002
TGFB3 rs11466419 T/G 370/0/0 p=1.00 132/0/0 p=1.00
MSX1 rs104893854 C/A 95/0/0 p=1.00 90/0/0 p=1.00
MSX1 rs34165410 Cc/T 274/28/0 p=1.00 116/9/1 p=0.2037
MSX1 rs12532 G/A 66/166/138 p=0.1957 15/60/57 p=1.00
PVRL1 rs104894281 G/A 95/0/0 p=1.00 90/0/0 p=1.00
PVRL1 rs7940667 C/A 358/12/0 p=1.00 126/6/0 p=1.00
8024 rs987525 C/A 267/91/12 p=0.2333 89/42/1 p=0.1234
8024 rs17241253 T/C 330/40/0 p=0.6132 112/19/1 p=0.57829
8024 rs10956463 A/C 221/124/25 p=0.1936 69/53/10 p=1.00
8024 rs759944 A/G 115/169/86 p=0.1177 45/59/28 p=0.29247
8024 rs16903635 T/G 259/96/15 p=0.1382 90/41/1 p=0.1954
8024 rs7843646 T/G 152/166/52 p=0.5747 50/65/17 p=0.7100
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Se realizd la prueba de tendencia de Armitage-Cochran para cada una de las
variantes para identificar asociacion con LPHA. Se encontr6 una asociacion
significativa después de la correccién de Bonferroni para dos variantes: rs1801133
(677C>T) en el gen MTHFR con un OR 0.64 y con un valor corregido de p=0.022
para el alelo T de la variante, dado que el alelo T se presenté en una mayor
proporcién en los controles (0.62) que en los casos (0.50); la segunda variante fue
rs2235371 (p.V274l) en el gen IRF6 con un OR=0.60 y valor corregido de p=0.043
para el alelo A, ya que se observd una mayor proporcion del alelo A (que codifica
para isoleucina) en controles (0.34) que en casos (0.24). El resto de las variantes
no mostrd valores significativos de asociacion. La tabla 9 muestra los resultados
de asociaciéon obtenidos para cada uno de los marcadores.

El andlisis de haplotipos se realiz6 en variantes ubicadas en los genes IRF6,
MSX1 y en la regién 8924, dado que fueron los Unicos que mostraron variantes en
DL. El haplotipo "G-G" formado por los SNP's rs2235371 y rs2235375 ubicados en
IRF6 mostraron asociacién a un mayor riesgo de LPHA después del andlisis de
permutacion (p=0.02). Los haplotipos formados en MSX1 y en 8924 no mostraron
asociacion a un mayor riesgo de LPHA. La tabla 10 muestra los resultados
completos del analisis de los haplotipos formados.
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Tabla 9. Analisis de asociacion por la prueba de tendencia de Armitage-
Cochran de marcadores independientes.

. Genotipo *FAM Genotipo *FAM Odds ratio,
Variante Alelos SO :
controles  controles casos casos significancia
MTHFR rs1801133 c/T 55/172/143 0.62 (T) 38/55/39 0.50 (T) *SpR_g'g:Z
OR0.73
MTHFR rs1801131 A/C 260/94/16 0.17 (C) 103/25/4 0.12 (C) 0=0.10
OR 0.60
IRF6 rs2235371 G/A 163/162/45 0.34 (A) 75/50/7 0.24 (A) *%p=0.043
OR 1.26
IRF6 rs2235375 C/G 141/165/64 0.40 (G) 36/71/25 0.46 (G) 0=0.08
OR0.91
TGFA Rsal CG/TT 313/52/5 0.08 (TT) 113/19/0 0.07 (TT) 0=0.55
TGFA
TAAT/ 0.01 0.01
g.101537_101540 365/5/0 129/3/0 OR 1.7 p=0.46
delTAAT (Taql) delTAAT (delTAAT) (delTAAT)
TGFB3 rs11466419 T/G 370/0/0 0.00 (G) 132/0/0 0.00 (G) ND
MSX1 rs104893854 C/A 95/0/0 0.00 (A) 90/0/0 0.00 (A) ND
MSX1 rs34165410 c/T 274/28/0 0.04 (T) 116/9/1 0.04 (T) ?)Fjolszé
OR1.31
MSX1 rs12532 G/A 66/166/138 0.40 (A) 15/60/57 0.34 (A) 0=0.08
PVRL1 rs104894281 G/A 95/0/0 0.00 (A) 90/0/0 0.00 (A) ND
PVRL1 rs7940667 C/A 358/12/0 0.02 (A) 126/6/0 0.02 (A) ?}5(?;85
OR 1.07
8024 rs987525 C/A 267/91/12 0.16 (A) 89/42/1 0.17 (A) 0=0.67
OR0.63
8024 rs17241253 T/C 330/40/0 0.05 (C) 112/19/1 0.08 (C) 0=0.13
OR1.20
8024 rs10956463 A/C 221/124/25 0.24 (C) 69/53/10 0.28 (C) 0=0.19
OR1.10
8024 rs759944 A/G 115/169/86 0.46 (G) 45/59/28 0.44 (G) 0=0.49
OR 1.26
8024 rs16903635 T/G 259/96/15 0.17 (G) 90/41/1 0.16 (G) 0=0.08
OR 0.98
8024 rs7843646 T/G 152/166/52 0.36 (G) 50/65/17 0.38 (G) 0=0.77

*Frecuencia del alelo menor. ** Después de correccién de Bonferroni.
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Tabla 10. Analisis de asociacion de haplotipos en los genes IRF6, MSX1y en

8q24.
Locus SNP’s *D’ Alelos Haplotipo Valor de P
G-C 0.999
IRF6 rs2235371 (p.V274l),rs2235375  0.70 G/A,C/G GG 0.020
A-C 0.162
A-G 0.069
A-T 1.00
8q24 rs759944, rs16903635 0.64 A/G,T/G AG 0-987
G-T 0.999
G-G 1.00
T-C 0.917
8q24 rs17241253, rs987525 0.89 T/C,C/A T-A 1.00
C-A 0.999
T-A 0.999
8q24 rs7843646, rs10956463 0.65 T/G,A/C T 0-996
G-A 0.923
G-C 0.871
T-T 0.999
8q24 rs16903635, rs17241253 0.86 T/G,T/C G-T 0.991
G-C 0.999
C-G 0.653
MSX1 rs34165410, rs12532 0.84 C/T, G/A C-A 0.572
T-A 0.992

*Se utilizé el estadistico D' para determinar el DL entre dos o mas variantes. Valores de D'>
0.60 entre dos variantes fueron considerados que se encontraban en DL.
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ANALISIS DE INTERACCION GEN-AMBIENTE Y GEN-GEN

El andlisis de regresion logistica entre el no consumo de acido félico materno y las
variantes genéticas mostraron interaccion significativa entre el SNP rs17241253
localizado en 8924 en un modelo recesivo.

La interaccion entre las variantes genéticas y el consumo de alcohol y tabaco
también fueron analizadas, sin embargo ninguna fue estadisticamente
significativa, esto probablemente se debié a la baja proporcion de madres con
antecedente de consumo de estas sustancias en el embarazo.

En el analisis de interaccidn variante vs. variante se observaron 3 interacciones ya
que dos SNP's localizados en 8924 (rs17241253, rs16903635) mostraron, cada
uno de ellos, interaccion significativa con el SNP rs2235375 ubicado en IRF6,
ambos en un modelo recesivo mientras que los SNP's rs17241253 y rs784364,
localizados en 8924, mostraron interaccion significativa en un modelo recesivo.
Todos los resultados significativos en el analisis de regresion logistica se muestran
en la tabla 11.

Tabla 11. Resultados significativos de interaccidn por regresion logistica.

Atributos Modelo OR 1C95% Significancia
Folcon* vs. rs17241253 Recesivo 4.503 1.34-15.15 0.015
rs2235375 vs. rs17241253 Recesivo 4.502 1.13-17.86 0.032
rs2235375 vs. rs16903635 Recesivo 4.157 1.32-13.14 0.015
rs17241253 vs. rs7843646 Recesivo 3.540 1.06-11.80 0.039

*Folcon= Consumo de acido félico.
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Basados en los resultados obtenidos en el analisis de regresion logistica se realizo
un analisis por MDR con modelos de dos o tres atributos con los SNP's ubicados
en el gen IRF6, la regibn cromosodmica 8924 y el consumo 0 no consumo de 4cido
félico materno como factor ambiental. Los mejores modelos se obtuvieron basados
en los valores de "Testing Accuracy" (TA), se encontr6 interaccion significativa en
dos modelos: el primero entre el SNP rs17241253 en 8924 y la variable de
consumo de acido folico materno con valor de OR 4.12 p<0.0001 tomando al
grupo de bajo riesgo como referencia, ya que este grupo incluye a los individuos
que bajo el mejor modelo de interaccion, obtenido por el programa, tienen la
combinacion de genotipos o de exposicibn a factores ambientales que mas
disminuyen el riesgo a presentar LPHA. El segundo modelo identificd interaccion
positiva entre los SNP's rs2235371 en IRF6, con rs784364 y rs17241253 en 8924
con un valor de OR 3.01 y p<0.0006 tomando el grupo de bajo riesgo como de
referencia. Los resultados del analisis de interaccion por MDR se presentan en la
tabla 12.

Tabla 12. Resultados significativos por andlisis de MDR de los modelos de
interaccion gen-ambiente y gen-gen.

Atributos Precisién dela Consistencia OR Significancia*
prueba (TA) Ccv
Folcon y rs17241253 0.6590 10/10 4.12 p<0.0001
rs2235371, rs17241253 y 0.6136 10/10 3.01 p<0.0006
rs7843646

*La significancia de los modelos se calculé a partir del analisis de permutacién con 10,000
repeticiones.
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DISCUSION

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.

El labio paladar hendido aislado es un problema de salud publica en México y el
mundo, ya que requiere un tratamiento integral que demanda una atencion
multidisciplinaria a lo largo de la vida del paciente, lo que representa un importante
gasto de recursos econdmicos y humanos. En México se ha establecido una
incidencia del LPHA de 1/1000 recién nacidos vivos y que de acuerdo a la tasa de
nacimientos en el afio 2012 reportada por el Inegi representa unos 2068 casos
nuevos al afio. Por esta alta incidencia es importante identificar los factores de
riesgo genéticos y ambientales que predisponen a padecer a esta malformacion
en la poblacion Mexicana.

En este estudio de asociacion, de casos y controles, todos los pacientes con
LPHA fueron examinados por un Genetista clinico para descartar a individuos con
formas sindromicas mientras que los controles fueron considerados sanos
posterior a una evaluaciéon por un Pediatra; lo anterior, lo consideramos una
fortaleza, dado que en este tipo de estudios es de vital importancia realizar un
examen clinico cuidadoso ya que la incorrecta clasificacion de los casos o
controles pueden condicionar un sesgo con resultados falsos de asociacion; por
ejemplo, se ha reportado que la inclusién incorrecta de pacientes con sindrome de
Van der Woude en el grupo de casos con LPHA puede llevar a una asociacion
falsa con el gen IRF6 ya que mutaciones en este gen son causales del sindrome
mencionado (Jehee, 2009).

La mayoria de los casos analizados (68%) fue del género masculino, con una
relacion 2:1 con respecto a mujeres, esto concuerda con lo que se ha reportado en
la literatura (Mossey, 2009). Esta diferencia en la incidencia del LPHA entre sexos
no ha podido ser explicada, pero se ha postulado que el defecto puede causar una
mortalidad fetal mayor en el sexo en el que se observa con menor frecuencia
(Christensen, 1992).

En nuestra muestra, la edad promedio de los casos fue mayor a la de los controles
(5.5 afos vs 1.27 afios), esta diferencia es estadisticamente significativa
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(p<0.0001) y se debe a que el grupo de casos fue captado durante su tratamiento
y seguimiento dentro de diferentes servicios del hospital, mientras que los
controles fueron incluidos en el periodo de seguimiento de seguridad posterior a la
aplicacion de vacunas, lo cual se realiza a edades tempranas. Desconocemos el
impacto de esta diferencia de edad entre los grupos en nuestros resultados, el
mayor efecto de la diferencia de edad en este tipo de estudios es que existan
cambios en el medio ambiente en el que se encuentran los casos y los controles.
En nuestro estudio la diferencia promedio entre los grupos es de poco mas de 4
afos, esto podria ser un periodo de tiempo pequefio para que existan cambios
significativos en las condiciones ambientales de la Ciudad de México (Velazquez-
Aragoén, 2012). Otros estudios no toman en cuenta la diferencia de edad entre
casos y controles como una fuente de sesgo (Rojas-Martinez, 2010) y otros
estudios, incluso comparan casos y controles de diferentes poblaciones con
diferencias de afios en su recoleccion (Moreno, 2009)

CONSUMO DE ACIDO FOLICO Y LPHA.

A pesar de que en México en los ultimos afios se ha implementado una vigorosa
campanfa para la prevencion de malformaciones congénitas, como los defectos del
cierre del tubo neural, invitando a las mujeres en edad reproductiva a consumir un
suplemento de acido félico de manera periconcepcional. En nuestro estudio un
porcentaje bajo (47.3%) de madres de nifios con LPHA consumi6 un suplemento
de acido fdolico en el periodo preconcepcional, periconcepcional o
postconcepcional, sin embargo este porcentaje es menor (1.5%) si solo
consideramos aquellas que lo hicieron en el periodo periconcepcional, que es el
recomendado para realizar el consumo de dicho suplemento de manera preventiva
(Velazquez-Aragon, 2012). Este fendbmeno ya habia sido previamente observado
en otro reporte en la ciudad de México, en donde en un grupo de 200 mujeres
embarazadas solo el 1.7% consumio la cantidad internacionalmente recomendada
de acido fdlico (400 ug) durante el periodo periconcepcional (Canun-Serrano,
2009). Lo anterior, podria sugerir que en nuestra poblacion el consumo

recomendado de acido félico periconcepcional no se lleva a cabo adecuadamente,

61



sin embargo, se debe resaltar que el no tener este antecedente de consumo de un
suplemento de &cido folico en las madres no es necesariamente un indicador de
una deficiencia de folatos, dado que este nutriente lo pueden obtener de la dieta.
El mecanismo por el cual se ha propuesto que una deficiencia de folato puede
influir en la etiologia de las malformaciones congénitas como el LPHA, no se ha
establecido claramente, pero existen algunas hipoétesis: la primera menciona que
cuando la concentracion de 5-metiltetrahidrofolato es baja, como consecuencia la
remetilacion de la homocisteina a metionina también estara disminuida y los
grupos metilo necesarios para la metilacion del DNA seran escasos dado que la
homocisteina, después de su conversion a S-adenosilmetionina, es el donador de
grupos metilo mas importante en el organismo; asi, la hipometilacion del DNA
podria llevar a un cambio en la transcripcion de genes involucrados en la
formacion del labio y el paladar. Por otro lado, el aumento de la homocisteina en
plasma y liquido amniético se considera teratogénico, ya que puede dar lugar a
disrupcién del desarrollo normal del paladar en el feto al favorecer la apoptosis
inducida por estrés oxidativo (Van Rooij, 2003; Rosenquist, 1996; Andaloro, 1998;
Rosenquist, 1999).

Existe evidencia en la literatura de que la suplementacion con acido folico
periconcepcional puede prevenir el LPHA, uno de estos estudios es un meta-
analisis publicado en 2007 (en donde se incluyen cinco estudios prospectivos y
doce estudios de casos y controles) el cual mostr6 un riesgo relativo de 0.77
(IC95% 0.65-0.90) para LPHA ante el consumo positivo de acido fdlico
(Badovinac, 2007). A pesar de que el porcentaje de madres que consumieron un
suplemento con acido folico fue bajo en nuestro estudio, nuestros hallazgos
también apoyan la hipétesis de un efecto protector al consumir acido félico en el
periodo pre, peri 0 postconcepcional con relacion al riesgo de presentar LPHA (OR
0.29, IC 95% 0.19-0.44).

ANALISIS DE FACTORES AMBIENTALES Y LPHA.

En los pocos estudios el consumo de alcohol y de tabaco por las madres durante

el embarazo se ha reportado como factor que aumenta el riesgo de tener hijos con
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LPHA (Little, 2004; Leite, 2009), en este trabajo no se evidencié dicha asociacion
debido a la baja proporcién de madres que tuvieron antecedentes positivos de
consumo de estos teratdégenos, ya que solo 11 madres de 132 casos y 28 madres
de 370 controles refieren haber fumado durante el embarazo y con respecto al
consumo de alcohol materno este fue positivo para 12 de los 132 casos y para 25
de los 370 controles. Con respecto a la exposicion a agentes teratogénicos
farmacoldgicos se observo que el 30% de las madres de los casos y 15% de las
de los controles consumieron medicamentos durante los primeros meses de
embarazo. De los medicamentos referidos no se identific6 ninguno relacionado
con la presencia de LPHA, con excepcion de la amoxicilina en una madre en cada
uno de los grupos; la ingesta de este antibidtico se ha asociado previamente a la
presciencia de LPHA en el estudio realizado por Puho y colaboradores (2007) con
un OR de 15.9 con IC95% 4.9-5.12, sin embargo en el presente trabajo dado el
bajo numero de madres con exposicién a este teratbgeno no se pueden hacer

conclusiones al respecto.
ANALISIS DE ASOCIACION DE MARCADORES INDIVIDUALES Y DE HAPLOTIPOS.

Con relacion al analisis de variantes génicas; el SNP rs11466297 en TGFA fue la
Unica que estuvo fuera de EHW; la causa mas comun descrita por la cual una
variante se encuentra fuera de EHW es una incorrecta genotipificacion (Xu, 2002),
sin embargo, en nuestro estudio descartamos esta posibilidad, ya que se
corroboré el genotipo definido al analizar a un nimero de muestras por otra
metodologia (secuenciacion) sin encontrar discrepancias. Adicionalmente se
genotipificaron para esta variante 92 muestras (consideradas como controles para
otros estudios) encontrando frecuencias alélicas y genotipicas similares. De
acuerdo a lo anterior, las posibles explicaciones para no observar este
polimorfismo en EHW en nuestra poblacion pueden ser: que sea una variante de
reciente incorporacion en la poblacion causada por un flujo génico por migracion o
gue por azar estemos observando esta variable fuera de EHW (Xu, 2002), en

cualquier caso esta variante fue descartada del analisis.
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En nuestro trabajo, el SNP rs1801133 en MTHFR mostré asociaciéon con LPHA
(OR 0.64); sin embargo, en la literatura, la mayoria de los estudios en donde se ha
analizado este polimorfismo no ha mostrado asociacién con LPHA (Shaw, 1998;
Pezzetti, 2004; Gaspar, 2004), incluso en el estudio realizado en poblacion del
estado de Jalisco (Davalos-Rodriguez, 2009), aunque cabe mencionar que en este
altimo estudio el tamafio de la muestra fue pequefio (60 casos y 70 controles), lo
gue disminuye el poder estadistico para detectar asociacion.

Entre los pocos estudios que asocian esta variante con LPHA se encuentra el
realizado en poblacién China, en donde la presencia de homocigocidad para el
alelo T mostré un mayor riesgo a LPHA con un OR de 6.31 (1C95%21.35-29.48) en
65 trios del norte de China (Zhu, 2006); sin embargo, el mismo estudio no
encontré asociacion en 74 trios del sur de dicho pais. EI mismo autor realiz6 un
estudio posterior con un tamafio de muestra mayor (188 trios) en el cual confirmé
los hallazgos previamente descritos de asociacion observados en el norte de
China (OR 3.36 1C95% 1.14-9.93) (Zhu, 2010). Otro reporte que asocia el alelo T
del SNP rs1801133 fue desarrollado en una poblacion de la India en donde
analizaron 318 casos y 214 controles y encuentran que la heterocigocidad para el
alelo T confiere un riesgo elevado para LPHA (OR 1.89 IC95% 1.22-2.92); para la
homocigocidad para el alelo T reportan un valor de OR mayor (4.3), pero sin llegar
a ser estadisticamente significativo (IC95% 0.94-19.66), esta discrepancia los
autores la atribuyen al hecho de que en su muestra existen menos individuos
homocigotos T que individuos heterocigotos, lo que disminuye el poder estadistico,
pero si la muestra fuera mayor, probablemente se observaria asociacion
estadistica al comparar homocigotos (Ali, 2009).

A diferencia de lo observado en los estudios de Zhu, donde la presencia del alelo
T en el gen MTHFR aumenta el riesgo a presentar LPHA, nosotros observamos
que este alelo disminuye el riesgo; al respecto soOlo hay un estudio previo,
realizado en Francia, que apoya nuestras observaciones ya que también
encuentran una tendencia de que el alelo T disminuye el riesgo a LPHA cuando
comparan individuos CC vs TT (OR=0.54 C1 0.3-1.1) en 148 casos y 168 controles

(Chevrier, 2007), sin ser datos estadisticamente significativos. Los autores
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retoman una posible explicacion a este fenomeno de proteccion a LPHA ante la
presencia del alelo T, propuesta originalmente en 1997 en la que se plantea que la
inhibicion de la actividad de MTHFR (ante la presencia del alelo T) puede elevar
los niveles de 5,10-metilentetrahidofolato, el cual es requerido para la conversion
de dUMP a dTMP, lo anterior podria ser protector a LPHA al disminuir la incorrecta
incorporacion de uracilo durante la sintesis de DNA (Ma, 1997); otra posibilidad
mencionada en el mismo trabajo de Chevrier es que este SNP sea un marcador
sin efecto sobre la funcion de la proteina, pero que se encuentra en desequilibrio
de ligamiento con otra variante funcional responsable de conferir el riesgo a
presentar LPHA. Debido a que la mayoria de los estudios no encuentran
asociacion de rs1801133 en MTHFR con LPHA y a que solo hay un estudio
previamente descrito en la literatura que observo un efecto protector, como en el
presente trabajo, consideramos necesario aumentar el tamafio de nuestra muestra
para confirmar nuestro hallazgo, aun cuando con la muestra que analizamos en
este trabajo el poder estadistico es de 0.86.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio para la variante rs2235371 en IRF6
(mayor proporcion del alelo A en nuestro grupo de controles), muestran evidencia
de asociacién entre la variante rs2235371 en IRF6 y LPHA, al igual que en otros
estudios, por ejemplo, este polimorfismo ha sido asociado a LPHA (OR 1.9 para el
alelo G, p<10®) en una cohorte multiétnica (Zucchero, 2004) y esta asociacién ha
sido replicada consistentemente en diferentes estudios con valores de
significancia entre 0.013 y 9X10® (Marazita, 2009; Rahimov, 2008; Park, 2007;
Huang, 2009; Jugessur, 2008; Birnbaum, 2009) y un valor de OR de 1.63
(Mostowska, 2010). Sélo un estudio en Brasil no encontré asociacion de LPHA con
rs2235371, sin embargo, los autores proponen que este resultado se puede deber
a la baja frecuencia del alelo menor (A) (alrededor de 5%) en su muestra tanto en
casos (n=228) como en controles (n=126) (Paranaiba, 2010). La posible
explicacion funcional a esta asociacion, es que IRF6 es un factor transcripcional el
cual se expresa de manera importante en el ectodermo en las bévedas palatinas
antes y durante la formacion del paladar secundario (Jugessur, 2009). Se ha

propuesto que el alelo G de rs2235371 se encuentra en fuerte DL con el alelo A
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del SNP rs642961 ubicado en la region enhancer de IRF6, este ultimo alelo afecta
un sitio de union a AP-2a, lo que origina una menor transcripcion de IRF6
(Rahimov, 2008), recientemente un estudio en poblacion china demostré
asociacion entre los SNP's rs3798691, rs1675414, rs303050 ubicados en el gen
TFAP2A gque codifica para AP-2a (Shi, 2011) y recientemente se identifico a AP2-

o como co-regulador de un grupo de genes asociados a labio paladar hendido
como IRF6, TGFB3, TGFA, PVRL1, FGRF2, BMP7 y TGFB1 (McDade, 2012) y la
asociacion de la variante rs2235371 con LPHA. En el presente trabajo no se
analizo la variante rs642961, pero seria conveniente incluirla en futuros estudios
ya que un reporte de Europa central mostré6 un efecto independiente de las
variantes rs2235371 y rs642961 (Birnbaum, 2009).

En nuestro estudio el haplotipo "G-G" formado por rs2235371 y rs2235375 en
IRF6 asocié a un mayor riesgo a presentar LPHA (p=0.02), este mismo hallazgo
fue descrito en una poblacion del Oeste de China (Huang, 2009). Dado que la
presencia de estas dos variables no se ha demostrado que tengan un efecto
funcional sobre el gen IRF6, una posible explicacion de la asociacion de este
haplotipo con LPHA es gue estas variables probablemente estan en DL con otra u
otras variables con efecto funcional sobre la expresion del gen por ejemplo SNP
rs642961, la cual como ya se menciond, afecta un sitio de unién del factor de
transcripcion AP-2a (Rahimov, 2008). En nuestro estudio no sé realiz6 el analisis
de la variante rs642961 ya que las variantes a genotipificar en este estudio fueron
elegidas antes de la publicacién del estudio de Rahimov y a pesar de que
posteriormente se incluyeron otras variantes en nuestro estudio, rs642961 no fue
contemplada dentro de estas. En el estudio en el realizado por Huang en China
tampoco se analizé la variante rs642961, por lo que se requieren mas estudios
para entender la participacion del haplotipo “G-G” en el desarrollo de LPHA.

A diferencia de lo observado en poblacion caucasica, no encontramos asociacion
significativa entre la region 8924 y LPHA en el analisis de marcadores individuales
ni en el de haplotipos; resultados similares se han observado en Hispanos de
ascendencia Mexicana en Texas en 37 familias con mas de un afectado y 91 trios

(Blanton, 2010). En un estudio previo en México un SNP en esta region (rs987525)
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mostrd asociacion a LPHA en una poblacién de ascendencia Maya, en donde se
analizaron 149 casos y 303 controles; sin embargo, esta asociacion sélo se
observd en individuos homocigotos para el alelo menor (OR 6.36 1C95% 1.69-
23.95 p= 0.0071)(Rojas-Martinez, 2010). En dicho estudio los casos fueron
evaluados por un genetista para descartar formas sindromicas de LPHA al igual
que en nuestro trabajo, pero no se realizdé un andlisis de la estructura poblacional
para descartar estratificacion. Este SNP rs987525 no mostré6 asociacion en
nuestro estudio, ya fuera en individuos heterocigotos u homocigotos para el alelo
menor. Esta diferencia entre nuestro estudio y el realizado por Rojas-Martinez, no
es llamativa dado que muy probablemente étnicamente las dos poblaciones son
diferentes y se conoce que la asociacién de los polimorfismos de 8924 a LPHA
depende del origen étnico, evidencia importante de lo anterior, es aportada por un
estudio de escaneo amplio del genoma (GWAS) con una cohorte grande de
familias con LPHA (825 de origen europeo y 1038 de origen asiatico) en el que
encontraron una fuerte asociacion en trios de ascendencia Europea (p=5 X 10%) y
una asociaciéon menos significativa en trios de ascendencia asiatica (p=0.00893);
pero no identificaron asociacion en trios originarios de Guatemala, Filipinas, India
y China (Beaty, 2010).

ANALISIS DE INTERACCION GEN-AMBIENTE Y GEN-GEN

El andlisis de interaccion génica y ambiental revel6 en nuestra muestra interaccion
entre el antecedente de consumo de acido félico materno que interactia con la
variante rs17241253 localizada en 824, sin embargo, este es el primer reporte en
el que se busca esta interaccion, por lo que no podemos comparar nuestros
hallazgos con lo observado en otras poblaciones.

Otros estudios que han realizado analisis de interaccién génica ambiental han
mostrado resultados interesantes por ejemplo, en un estudio en 326 trios de China
al analizar 22 SNP's localizados en IRF6 y el consumo de vitaminicos durante el
embarazo reportd interaccion entre el antecedente de consumo de
multivitaminicos y las variantes rs2076153 (OR 1.28, 1C95% 1.01-1.63 para el no
consumo de multivitaminicos y el genotipo AG) y rs17015218 (OR 0.13, IC95%
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0.02—-0.99 para el si consumo de multivitaminicos y el genotipo AG) en IRF6 por
un método de regresion logistica (Wu, 2010). Otro estudio realizado en Brasil con
106 madres de casos con LPHA y 184 controles, utilizaron el método de regresion
logistica para identificar interaccion entre el no consumo de multivitaminicos y el
genotipo G/A en el SNP rs2274976 ubicado en el gen MTHFR lo que incrementd
el OR hasta 8.34 (IC95% 3.75-18.55, p=0.000001) (Bufalino, 2010). En nuestro
estudio no se analizaron ninguna de las variantes reportadas en estos dos trabajos
por lo que seria conveniente considerarlas en analisis futuros.

Con relacién a interacciones gen-gen observamos interaccion entre las variantes
rs7843646 y rs17241253 localizadas en 8924 y el SNP rs2235371 en IRF6 (OR
3.01, p<0.0006). En el primer reporte que mostrd asociacioén de la region 8924 con
LPHA se buscé una posible interaccion entre esta region e IRF6 por medio de un
modelo de regresion logistica, sin tener un resultado positivo entre los SNP's
rs642961 (IRF6) y rs987525 (8g24) en 224 casos y 383 controles (Birnbaum,
2009). Mientras que en un estudio en Texas, se identificd interaccion entre el SNP
de IRF6 rs642961 y tres SNP's de 8024 (rs1530300, p=0.004; rs17241253,
p=0.0072 y rs987525; p=0.0038) sblo en poblacién blanca no hispana con un
método de ecuaciones generalizadas de estimacion (Blanton, 2010). Nosotros
encontramos interaccion entre IRF6 y 8924, aunque no con los mismos SNP's
descritos previamente. Estos resultados apoyan la interaccion de la region 8924 y
el gen IRF6 para conferir un riesgo mayor a LPHA, aunque se desconoce el

mecanismo molecular exacto que lo condiciona.
CALCULO DEL TAMARIO DE NUESTRA Y PODER ESTADISTICO

El calculo de muestra realizado para este estudio basado en las frecuencias
alélicas menores reportadas en la literatura para las variantes analizadas dio un
resultado de 208 casos y 417 controles (anexo VI), la cual no pudo ser alcanzada
ya que en este estudio se realizdé en 132 casos y 370 controles lo que representa
respectivamente el 63.5% y 88.7% del célculo inicial. El tamafio de muestra menor
obtenido tiene como principal efecto disminuir el poder estadistico en los analisis

de asociacion. Sin embargo las variantes que alcanzaron un valor de asociacion
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significativo tienen un poder estadistico mayor a 0.80 y aquellas que no mostraron
asociacion tuvieron un poder estadistico muy bajo (0.05-0.43), el cual no se
incrementaria de manera importante aun alcanzando el tamafio de muestra
calculado originalmente.

La poblacibn Mexicana mestiza es genéticamente heterogénea, compuesta
principalmente de ascendencia Amerindia y Europea (Martinez-Marignac, 2007),
por lo que existia la posibilidad de tener estratificacion en la poblacion analizada y
condicionar asociaciones espurias (Xu, 2009). Por lo anterior, se realiz6 un
andlisis de la estructura poblacional con un panel de 10 AIM's que se han utilizado
con el mismo fin en poblaciones mestizas Mexicanas, sin encontrar subestructura
genética en nuestra muestra. Lo anterior, le da fortaleza a nuestros resultados, ya
gue en otros estudios de asociacion con LPHA en donde se conoce que la
poblacion es genéticamente heterogénea, como mestizos Brasilefios (Bufalino,
2010) o Hispanos de ascendencia Mexicana en Texas (Blanton, 2010), asi como
en los dos unicos estudios previamente mencionados de asociaciéon con LPHA en
poblacién Mexicana, no se realiz6 este analisis de la estructura poblacional. En la
literatura, algunos autores sugieren analizar una mayor cantidad de AIM's para
tener un mejor conocimiento de la estructura poblacional, sin embargo, el panel de
10 AIM's gue seleccionamos contiene los marcadores que mejor distinguen la
ascendencia Europea de la Amerindia en poblacion Mexicana (Martnez-Marignac,
2007).

A diferencia de los dos Unicos estudios realizados previamente en nuestro pais de
asociacion de variables génicas con LPHA, en este trabajo se analizaron un mayor
namero de variantes genéticas, se investigd el antecedente de exposicién a
factores ambientales como el consumo de acido félico, tabaco y alcohol durante el
embarazo mediante un cuestionario y se realiz6 un analisis de la estructura
poblacional, con el cual se reduce el riesgo de tener resultados falsos por efecto
de estratificacion en la muestra, que es la principal fuente de sesgo en este tipo de
estudios. En este trabajo confirmamos que el consumo de acido félico durante el
embarazo disminuye el riesgo a presentar LPHA asi como reportamos la

asociacion de dos variantes genéticas que confieren un menor riesgo a presentar
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LPHA. Este reporte es el primero en México en el cual se analizan interacciones
gen-gen y gen-ambiente con respecto al riesgo de presentar LPHA y describimos
por primera vez en la literatura la interaccion entre el consumo de acido folico y la
region cromosomica 8g24, de la cual actualmente se desconoce su mecanismo de
participacion en la etiologia del LPHA; las interacciones gen-gen identificadas en
este trabajo apoyan una etiologia multifactorial en la que participan diversos
factores para la presencia del LPHA (Velazquez-Aragon, 2012). En un futuro
esperamos ampliar el tamafio de muestra para corroborar los resultados de este
trabajo asi como para evaluar la asociacion de regiones recientemente reportadas
a LPHA mediante otras estrategias moleculares como escaneo amplio del genoma
con el fin de contar con mayor informacion sobre los factores que subyacen en la

etiologia del LPHA en la poblacién Mestiza Mexicana.
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CONCLUSIONES

e En nuestro estudio, a pesar de que el antecedente de consumo de acido
félico fue bajo entre las madres de los casos y controles, nuestros
resultados concuerdan con reportes previos que indican que el consumo de
acido félico periconcepcional disminuye el riesgo a presentar LPHA (OR
0.29, p<0.0001).

e El alelo T de la variante rs1801133 (677C>T) del gen MTHFR fue mas
frecuente en casos que en controles, lo que confiere un riesgo disminuido a
presentar LPHA (OR 0.64, p=0.022), este hallazgo so6lo se ha descrito en
un estudio previo, por lo que debe corroborarse al aumentar el tamafio de la
muestra.

e El alelo A de la variante rs2235371 (A/G) del gen IRF6 mostré un riesgo
disminuido a presentar LPHA, est4 asociacion fue estadisticamente
significativa (OR 0.60, p=0.043) acorde a lo previamente descrito en la
literatura.

e EIl andlisis de haplotipos revel6 que el haplotipo con los alelos "G-G"
formado por la variantes rs2235371 y rs2235375 en el gen IRF6 mostr6é una
asociacion positiva con un mayor riesgo a presentar LPHA (p=0.02), acorde
a lo observado en la literatura.

e El analisis de interaccion gen-ambiente revelo interaccion entre la variante
rs17241253 en la region 8g24 y el consumo de acido félico. Esta interaccién
no ha sido previamente analizada por lo que es la primera vez que se
describe en la literatura.

e El andlisis de interaccion gen-gen identificé interaccion entre las variantes
rs17241253 y rs7843646 en 8g24 y la variante rs2235371 de IRF6,
resultados que apoyan la interaccion entre estos loci para la presencia de
LPHA, ya que interacciones entre variantes localizadas en IRF6 y 8924 ya
habian sido previamente descritas.

e Las interacciones identificadas en este trabajo apoyan la etiologia
multifactorial en la que participan diversos factores ambientales y genéticos
en la etiologia del LPHA.
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e El analisis de la estructura poblacional no mostré subestructura dentro de la
muestra analizada, lo que disminuye la posibilidad de asociaciones espurias

por estratificacion dentro de la muestra.
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ANEXOS

ANEXO |

Cuestionario de exposicion a factores ambientales

|. Datos Generales. 1. Nombre del Nifo:

2. Nombre de la madre:

3. Sexo: 1.ML_] 2.F[ ] 4. Edad (afios)

5. Lugar de origen:

Caso indice Madre Padre

Abuelo Materno Abuela Materna

Abuelo Paterno Abuela Paterna

6. ¢ Residio el afio anterior del nacimiento en el D:F:? 1.si [ ] 2.No ]

7. Edad de la madre al nacimiento del caso indice:

8. Institucién tratante: 9. No. De expediente

10. ¢ Trabajo durante su embarazo?

o.No[_] 1.8i[_] ¢En que trabaj6?

Il. Antecedentes familiares.
11. ¢ Alguno de los padres nacié con LPH? 0. No[__| 1. Si[__| 2. Madre[ _]3.Padre[ ]
12. ¢En la familia existe el antecedente de LPH? 0.No[_] 1. Si[__]

Parentesco:

1. Ingesta de acido fdlico.
13. ¢ Consumid un suplemento vitaminico durante los seis meses anteriores al embarazo?

[ ] siEspecifique: (Nombre o Marca) No Recuerda [

[ ] No — (pasar a 18)
14. ¢;Durante que meses ANTES del embarazo consumié el suplemento vitaminico?
(encierre en un circulo): 1 2 3 24
15. ¢, Con qué frecuencia lo consumia?[ ] 1. Diario
[ ] 2. Semanalmente
[ ]3. Mensualmente

[ ] 4. Menos de una vez al mes
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16. ¢ Cual era la dosis de su suplemento? 0.No recuerda[ |

17. ¢ Cuanto consumia? 0. No recuerdd ] 1. Tabletas]
18. ¢ Consumio un suplemento vitaminico durante los primeros tres meses de embarazo?

[ ] Si Especifique: (Nombre o Marca) 0. No recuerda[ |

[ ]No —> (pasar a 23)
19. ¢ Durante que meses del embarazo consumio el suplemento vitaminico? (encierre en
un circulo): 1 2 3 4 5 6 7 8 9
20. ¢ Con qué frecuencia lo consumia? [__] 1. Diario
[ ]2. Semanalmente
[ 13. Mensualmente
[1 4. Menos de una vez al mes

21. ¢ Cuél era la dosis de su suplemento? 0.No recuerda[ |

22. ¢ Cuénto consumia? 0. No recuerda[ | 1. Tabletas| ]

IV. Exposicion a teratégenos.

23. ¢ Consumi6 medicamentos o drogas durante los primeros tres meses del embarazo?
[ 1si [ INo

Si especifique el medicamento:

Mes 1 ¢Cudl? 0. No recuerdal__|

¢,Cudl era la dosis del medicamento? 0. No recuerda [_|
Mes 2 ¢Cual? 0. No recuerda [

¢,Cudl era la dosis del medicamento? 0. No recuerda [__]
Mes 3 ¢Cudl? 0. No recuerda [__]

¢,Cudl era la dosis del medicamento? 0. No recuerda [__|

24. ¢ Fumo durante los primeros tres meses de embarazo?
[]si
[ INo—> (pasar a 26)

25. ¢ Cuantos cigarros fumo en promedio durante estos 3 meses?

Por dia: Por mes:
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26. ¢ Consumi6 alcohol durante los tres primeros meses de embarazo?
[]si
[ INo—> (pasar a 29)

27. ¢ Qué tipo de bebida alcohdlica ingirié? (Ejem. Cerveza, vino, tequila, otros?

28.-¢,Con qué frecuencia consumié alcohol durante ese periodo?

29. ¢ Qué cantidad ingirié por ocasion? (Ejem. botellas, copa, otra?

29. ¢ Considera que exista algo relevante sobre su embarazo, usted, o su familia que

deseé comentar?
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ANEXO Il

Estudio De Asociacion De Labio Paladar Hendido Con Polimorfismos De Genes
Candidatos
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO Grupo Problema

México, D. F., a de de 20
Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo(a) participe en el proyecto “ESTUDIO

DE ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE
GENES CANDIDATOS”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria.
Se me ha explicado que para la realizacion del estudio, se requiere responder un
cuestionario, del cual la informacion sera confidencial y una muestra de sangre
periférica de 3mL, tomada por personal calificado con todos los requisitos de
seguridad: equipo nuevo y guantes.

Me han informado que de esta muestra se obtendra el material genético (DNA) de
mi hijo(a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y del cual se analizaran
regiones gque pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar Labio
paladar hendido, dado que este estudio busca establecer la posibilidad de conocer
mejor las causas genéticas que contribuyen a nacer con esta enfermedad.

Asi mismo, se me ha indicado que toda informacién derivada del analisis de la
muestra para este estudio es absolutamente confidencial y que nuestra
participacion es completamente voluntaria, por lo que si no deseamos patrticipar,
ello no repercutira en la atencion de mi hijo (a).

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel. Depto. Genética,
laboratorio de Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXoO Il

Estudio De Asociacion De Labio Paladar Hendido Con Polimorfismos De Genes
Candidatos
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO Grupo de comparacion

México, D. F., a de de 20
Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo(a) participe en el proyecto “ESTUDIO

DE ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE
GENES CANDIDATOS”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria.
Se me ha explicado que para la realizacion del estudio, se requiere responder un
cuestionario, del cual la informacion sera confidencial y una muestra de raspado
de mucosa oral, tomada por personal calificado con todos los requisitos de
seguridad: equipo nuevo y guantes.

Me han informado que de esta muestra se obtendra el material genético (DNA) de
mi hijo(a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y del cual se analizaran
regiones que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar Labio
paladar hendido, dado que este estudio busca establecer la posibilidad de conocer
mejor las causas genéticas que contribuyen a nacer con esta enfermedad.

Asi mismo, se me ha indicado que toda informacion derivada del analisis de la
muestra para este estudio es absolutamente confidencial y que nuestra
participacion es completamente voluntaria, por lo que si no deseamos patrticipar,
ello no repercutira en la atencion de mi hijo (a).

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel. Depto. Genética,
laboratorio de Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXO IV

Estudio De Asociacion De Labio Paladar Hendido Con Polimorfismos De Genes
Candidatos

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO Grupo problema

México, D. F., a de de 20
Por medio de esta carta acepto que yo,
estoy de acuerdo en participar en el proyecto “ESTUDIO DE ASOCIACION DE
LABIO PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE GENES
CANDIDATOS”, que se realiza en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me explico
y entendi que para este estudio, se requiere responder un cuestionario, del cual la
informacion sera confidencial y una muestra de sangre periférica de 3 ml (una
cucharita cafetera), la cual ser4 tomada con todos los requisitos de seguridad:
material nuevo y guantes y serd practicado por personal con amplia experiencia en
la toma de muestra.

Me informaron que de esta muestra se obtendra el material genético heredado por
mis padres (DNA) y que determina mis caracteristicas fisicas y del cual se
analizaran regiones que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar
Labio paladar hendido, ya que este estudio busca establecer la posibilidad de
conocer mejor las causas genéticas que contribuyen a nacer con esta
enfermedad.

También me dijeron que toda informacion obtenida del andlisis de la muestra para
este estudio es absolutamente confidencial y que mi participacion es
completamente voluntaria, por lo que si no deseo participar mi atencién médica no
sera afectada.

Atentamente.

Paciente Firma Fecha
Padre o Tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha Médico
responsable: Dra. Ariadna Gonzéalez del Angel Depto. Genética, laboratorio de
Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.

78



ANEXO V

Estudio De Asociacion De Labio Paladar Hendido Con Polimorfismos De Genes
Candidatos

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO Grupo de Comparacion
México, D. F., a de de 20

Por medio de esta carta acepto que yo,
estoy de acuerdo en participar en el proyecto “ESTUDIO DE ASOCIACION DE
LABIO PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE GENES
CANDIDATOS”, que se realiza en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me explico
y entendi que para este estudio, se requiere responder un cuestionario, del cual la
informacion sera confidencial y una muestra de mucosa oral, la cual sera tomada
con todos los requisitos de seguridad: material nuevo y guantes y sera practicado
por personal con amplia experiencia en la toma de muestra.

Me informaron que de esta muestra se obtendra el material genético heredado por
mis padres (DNA) y que determina mis caracteristicas fisicas y del cual se
analizaran regiones que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar
Labio paladar hendido, ya que este estudio busca establecer la posibilidad de
conocer mejor las causas genéticas que contribuyen a nacer con esta
enfermedad.

También me dijeron que toda informacion obtenida del analisis de la muestra para
este estudio es absolutamente confidencial y que mi participacion es
completamente voluntaria, por lo que si no deseo participar mi atencion médica no
serd afectada.

Atentamente.

Paciente Firma Fecha
Padre o Tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel Depto. Genética,
laboratorio de Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXO VI

Calculo de muestra a partir de las frecuencias alélicas mas bajas reportadas para
rs34165410 reportadas en Lidral 1998 con el Programa Power for Association With

Error version 1.2.

El céalculo del tamafio de muestra se realiz6 asignando un valor de alfa para
detectar asociacones de 0.05. El poder estadistico que fue ingresado al programa
fue 0.90. El modelo de error utilizado fue el de Gordon-Heat-Liu (no asume un
sesgo en la genotipificacion). Se ingreso una frecuencia alélica para el alelo menor
de 0.016 para los casos y de 0.055 para los controles. Los resultados se

presentan en el siguiente cuadro.

PAWE version 1.2, February 2003
Written by Derek Gordon

Assisted by Michael Nothnagel
MINIMUM SAMPLE SIZE FOR FIXED POWER

Sig. Level: 0.050000
Power: 0.900000

Noncentrality parameter, Allelic Test: 10.507417
Noncentrality parameter, Genotypic Test: 12.653934

DATA WITHOUT ERROR

Minimal Sample Size Cases for Allelic Test:
Minimal Sample Size Controls for Allelic Test:
Minimal Sample Size Cases for Genotypic Test:

Minimal Sample Size Controls for Genotypic Test:

DATA WITH ERROR

Minimal Sample Size Cases for Allelic Test:
Minimal Sample Size Controls for Allelic Test:
Minimal Sample Size Cases for Genotypic Test:

Minimal Sample Size Controls for Genotypic Test:

208
417
251
502

262
524
316
631

Percent sample size increase for Allelic Test, Error versus Errorless:

25.62

Percent sample size increase for Genotypic Test, Error versus Errorless:

25.76

PARAMETERS USED TO COMPUTE NONCENTRALITY PARAMETER

DATA WITHOUT ERRORS

Genotype frequencies: 11 12 22
Cases: 0.000 0.031 0.968
Controls: 0.003 0.104 0.893
Allele frequencies: 1 2
Cases: 0.016 0.984
Controls: 0.055 0.945

Matrix of Penetrances
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True Genotype

11 12 22 Observed Genotype
0.980 0.010 0.000 11

0.020 0.980 0.020 12

0.000 0.010 0.980 22

Gordon Heath Liu Ott (2001) error model chosen
epsilonl set at: 0.010000
epsilon2 set at: 0.010000

DATA WITH ERRORS

Genotype frequencies: 11 12 22
Cases: 0.001 0.050 0.949
Controls: 0.004 0.120 0.876
Allele frequencies: 1 2
Cases: 0.026 0.974
Controls: 0.064 0.936

Please cite the following two references when reporting results using
PAWE :

Gordon D., Finch S.J., Nothnagel M., and Ott J. (2002) Power and sample
size calculations for case-control genetic association tests when errors
present: application to single nucleotide polymorphisms. Human Heredity
54:22-33

Gordon D., Levenstien M.A., Finch S.J., and Ott J. (2003) Errors and
linkage disequilibrium interact multiplicatively when computing sample
sizes for genetic case-control association studies. Pacific Symposium
on Biocomputing:490-501

Citations for error models:

Gordon D., Heath S.C., Liu X., and Ott J. (2001) A transmission
disequilibrium that allows for genotyping errors in the analysis of
single-nucleotide polymorphism data. American Journal of Human
Genetics 69:371-380

Douglas J.A., Skol A.D., and Boehnke M. (2002) Probability of detection
of genotyping errors and mutations as inheritance inconsistencies in
nuclear-family data. American Journal of Human Genetics 70:487-495

Sobel E., Papp J.C., and Lange K. (2002) Detection and integration
of genotyping errors in statistical genetics. American Journal of Human
Genetics 70:496-508

Mote V.L., and Anderson R.L. (1965) An investigation of the effect of

misclassification on the properties of chisquare-tests in the analysis
of categorical data. Biometrika 52:95-109
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ANEXO VII

Parametros utilizados y resultados del analisis de la estructura poblacional de la

muestra con el programa STRUCTURE.
Parametros:
Running Length

Length of Burnin Period: 100000
Number of MCMC Reps after Burnin: 100000

Ancestry Model Info

Use Admixture Model
* Infer Alpha

* Initial Value of ALPHA (Dirichlet Parameter for Degree of
Admixture): 1.0

* Use Same Alpha for all Populations
* Use a Uniform Prior for Alpha
** Maximum Value for Alpha: 10.0
** SD of Proposal for Updating Alpha: 0.025

Frequency Model Info

Infer Lambda (Allele Frequencies Parameter)

* Use a Uniform Lambda for All Population
* Initial Value of Lambda: 1.0

Resultados:

Overall proportion of membership of the

sample in each of the 2 clusters

Inferred Clusters

1 2
0.501 0.499
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Allele-freq. divergence among pops (Net nucleotide distance),
computed using point estimates of P.

1 2
1 - 0.0169
2 0.0169 -

Average distances (expected heterozygosity) between individuals in same cluster:
cluster 1 :0.3938
cluster 2 :0.4637

Estimated Ln Prob of Data =-5626.3
Mean value of In likelihood = -5385.1
Variance of In likelihood =482.4
Mean value of alpha =3.31

Mean value of lambda =1.4526

Ancestry Barplot

Individuals

. Proportion of ancestry for population 1 (Europea)
. Proportion of ancestry for population 2 (Amerindia)
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ANEXO VIII

Primers y condiciones de termociclado y restriccion de las variantes analizadas por
PCR-Restriccion.

. Primers 5'3' . - Tamafio de Enzima de Productos
Variante Alineacion T
Forward Reverse producto restriccion esperados
CCGAGAGGACCCCGTGGATGC 194pb y
MSX1 AGAGCCCCCGCTTCTCTC 58°C 231pb Ddel
rs104893854 TGGAACCTTCTTCCTGGGTG 37pb
TGFA 7 cilcos 57°C
0.101537_101  TCACTTCCCCTTTTTCATCGTT  7ciclos 56°C 1750b Tag | 123pby
540 delTAAT CGAGGAGGCTCTGAGGTG 21 ciclos P q 52pb
(Taql) 55°C
TGCCTTCCAAGTCAGTCCTT o 248pb y
TGFA BamH! TAAATGGGGGCTTTTCATTG 55°C 402pb BamHI 154pb
AGCCACCCCTTACAGGATCT o 197pby
TGFA Rsal TCTGGGCTCTTCAGACCACT 56°C 355pb Rsal 158pb
IRF6 AGTGGCCTTCCTGAATGCTG 235pb,177pb
CTTGACCTCCTCCAGACTAA 60°C 647pb DpnII ,87pb,80pb,3
rs2235371
5pb33pb.
CCTTTTGGCCGGTGCATCTT
PVRL1 252pby
AAGGAGAGGAGGAGGGAGGA °
rs104894281 62°C 441pb Avrll 189pb

Todas las reacciones de PCR se realizaron a 35 ciclos con un tiempo de
alineacion 40 segundos, una temperatura de desnaturalizacion de 94°C por un
minuto y una temperatura de extension de 72°C por un minuto.

Las reacciones de restriccion se llevaron a cabo con 5Ul de la enzima
correspondiente por cada reaccion bajo las condiciones establecidas por el
fabricante y con una duracién de 24 horas.

Los productos de restriccion fueron resueltos en geles de agarosa al 2%.
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ANEXO IX

Principio del andlisis por reduccién de la dimensionalidad multifactorial.

El MDR funciona a partir de atributos (o variables) los cuales pueden ser factores
genéticos (un genotipo en especifico para cada individuo) o factores ambientales
(consumo de &cido folico, consumo de tabaco o alcohol) a partir de los cuales
genera modelos de prediccion, es decir el clasificar a partir de las combinaciones
de atributos de un individuo como caso o como control. Los mejores modelos
finales se obtienen a partir de los valores de "Testing Accuracy" (TA) para cada
modelo. EI TA es una funcién del porcentaje de verdaderos positivos (VP),
verdaderos negativos (VN), falsos positivos (FP) y falsos negativos (FN) y se
define como (VP+VN)/(VP+VN+FP+FN). ElI MDR realiza de manera
predeterminada una validacion cruzada o "Cross Validation" (CV) de 10. Esto
significa que los datos se dividen en 10 partes y el proceso de generaciéon del
modelo se repite diez veces para cada una de las partes de los datos y los diez
valores de TA se promedian para estimar la habilidad predictiva del modelo. La
consistencia de la CV es una estadistica que registra el nUmero de veces que
MDR encuentra el mismo modelo como el mejor, de acuerdo al nimero de partes
en los que divide los datos. Una consistencia CV de 9 o 10 se espera para un
buen modelo con una CV de 10 (Moore, 2006). Para identificar la epistasis es
necesario medir la entropia. La ganancia de informacion (Gl) es un concepto que
refleja la relacion entre un atributo (variante genética o factor ambiental) y el
estatus de una enfermedad (caso o control). En las graficas de entropia si se
observa una GI positiva, esto es evidencia de una relaciéon sinérgica o epistasis.
Una GI negativa indica redundancia o correlacion, lo que puede ser explicado por
DL (Cuartas, 2011). La aplicacion computacional del MDR puede calcular un valor
de Odds Ratio tomando como referencia a los individuos con la combinacion de
atributos que en el modelo generado sean considerados como de bajo riesgo para

presentar el fenotipo.
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TO THE EDITOR:

Nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate (NS CL/P) is a
common craniofacial birth defect, affecting approximately 1 of
1,000 live births worldwide. Among the genes associated with this
condition are IRF6, MSX1, TGFA, TGFB3, and PVRLI, although
only the association of IRF6 has been consistently reported [Dixon
etal, 2011]. Recently, a strong genetic association was reported of a
640-kb region of 8q24 to NS CL/P [Birnbaum et al., 2009]. To date,
there has been little information about the environmental and
genetic factors associated with NS CL/P in Mexican Mestizo
populations. Accordingly, we performed a case control study
analyzing the association of 17 variants of five candidate genes
(IRF6, MSX1, TGFA, TGFB3, and PVRLI) and the chromosome
8q24 region, with NS CL/P, using both single variant and haplotype
association analyses. We also analyzed the effects of interactions
amongall genetic variants and maternal folic acid intake on the risk
of NS CL/P.

We included 132 children with NS CL/P and 370 unaffected
controlsina Mestizo population from Mexico City examined at the
National Institute of Pediatrics (INP). Patients were evaluated by a
medical geneticist (BEA, AGA) to exclude those with clinical data
suggesting a syndromic form of CL/P. Control samples were
obtained from children in a follow up of vaccine protocols and
described as healthy by a pediatrician (SV). The mother of each
child completed a brief medical form that included questions on
family history and folic acid supplementation during pregnancy
(Table I). The study was approved by the Research and Ethics
Committee of the INP, and parents provided written informed
consent.

Gene polymorphisms analyzed were rs11466297, Rsal, g.101537-
_101540delTAAT (TGFA), 1s3917168 (TGFB3), rs104893854,
1512532, 1534165410 (MSX1), rs7940667, 5104894281 (PVRLI),

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.

How to Cite this Article:
Velazquez-Aragon JA, Alcintara-Ortigoza
MA, Estandia-Ortega B, Reyna-Fabian ME,
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Mestizos.

Am ] Med Genet Part A 158A:3207-3210.

rs2235371 and 152235375 (IRF6), all of which were selected on the
basis of previously reported associations with NS CL/P. Of the six
SNPs on chromosome 8q24, rs987525 and rs17241253 showed the
highest associations with NS CL/P in a German population; the
others were selected based on their reported minor allele frequency
(MAF) >0.1 for the Mexican population and by their locations,
which covered at least 337 kb of the 640kb region (Table II). A
stratification analysis was performed to avoid spurious associa-
tions. A panel often ancestry informative markers (AIMs; rs223830,
5203096, 15722098, rs17203, rs3340, rs2862, rs4884, rs1800498,
152695, and rs723822) was genotyped in 127 cases and 314 controls.
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TABLE |. Clinical Data of Cases and Controls

Controls Cases
n=370 n=132
Mean age (years) 1127 5.5
Gender 51% male 68% male
49% female  32% female
Periconceptional folic acid intake® 13% 1.5%

Preconceptional folic acid intake 1% 0%

Postconceptional folic acid intake® 59.3% 45.8%

Overall maternal folic acid 73.3% 47.3%
consumption

Familial history of NS CL/P 1% 16%

(first and second degree)
Defect laterality 44% left defect
24% right defect

31% bilateral

defect

*Matemal continuous ingestion of the supplement, starting 3 months before and extending
after conception.

"Maternal continuous ingestion of the supplement, starting 3 manths before conception
and stopped when pregnancy was declared.

“Matemal ingestion of the supplement when pregnancy was declared within the first

3 months after conception.

These markers primarily distinguish Amerindian from European
ancestry (8>0.44) in Mexican populations. STRUCTURE soft-
ware was used to test stratification within samples. An admixture
model was used with the following parameters: a 1,000,000 burn-in
period, 1,000,000 repetitions, and K =2. Values of ¢.> 1 indicate
that most individuals are admixed.

Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) was tested using Fisher’s
exact test for all markers and AIMs. Two-tailed Armitage trend tests

were performed to determine associations of markers to NS CL/P.
Odds ratios (OR) and P-values for all variants were calculated using
DeFinetti software (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl), with
Bonferroni correction applied to significant P-values. Haplotype
analysis was performed for variants located in the same gene and in
linkage disequilibrium (LD; D*>60) using Haploview software
with a 100,000-fold permutation test and a positive haplotype
association of P < 0.05.

Gene—environment and gene-gene interactions were analyzed by
binary logistic regression with all possible combinations of two
variables (folic acid consumption and all genetic variants), both in
dominant and recessive models (SPSS Version 17.0, Chicago, IL).
Variables with positive interactions (P < 0.05) were used to gener-
ate models of two or three loci or attributes to be analyzed by the
MDR method, version 2.0 B-8.4 (http://www.epistasis.org/), using
default parameters with a ten-fold cross-validation in an exhaustive
search. Final best models were obtained with the highest balanced
testing accuracy (TA) and their statistical significance was calcu-
lated with a 10,000-fold permutation test.

Minor alleles for the variants rs 104893854 in MSX1,rs104894281
in PVRLI, and 153917168 in TGFB3 were absent from all cases and
controls and were therefore excluded. Moreover, all variants were in
HWE, except for rs11466297 (P < 0.05 in cases and controls) in
TGFA, which was therefore excluded. Stratification analysis
resulted in an o-value of 3.31, suggesting no genetic internal
structure, which decreases the possibility of spurious association
due to stratification of the sample.

Armitage trend tests showed that the only statistically significant
result was for the variant rs2235371 (p.Val274lle) in IRF6
(OR=0.60, P=0.043 after Bonferroni correction; Table II),
with controls more likely to have the A allele, which encodes
isoleucine. Haplotype analysis revealed an association of the
“G-G” haplotype formed by variants rs2235371 and rs2235375

TABLE Il. Single Genetic Variant Association Analysis

Alleles  Genotype Genotype Post-hoc®

major/  controls®  MAF®  cases® MAF®  OR, P-Armitage  statistical
Variant Reference minor n=370 controls n=132 cases trend test power
IRF6 rs2235371 Zucchero et al. [2004] G/A 163/162/45 034  75/50/7 024 ORO0GO, P=0.043 0.85
IRF6 rs2235375 Scapoli et al. [2005] /6  141/165/64 040 36/71/25 046 DR 1.26, P=008 0.40
TGFA Rsal Holder et al. [1992] CG/TT  313/52/5 008 113/19/0 0.07 DORD91, P=055 0.08
T6FA g.101537 101540 Ardinger et al. [1989] TAAT/  3B5/5/0 001 129/3/00 0.01 OR17,P=0.46 0.05

delTAAT (Taql) delTAAT

MSX1rs34165410 Lidral et al. [1998] /T 274/28/0 004 116/9/1 0.04 OR1.22, P=086 0.05
MSX1rs12532 Park et al. [2007] G/A  B6/166/138 040  15/60/57 0.34 O0OR 1.31, P=008 0.40
PVRL1 rs?7940667 Avila et al. [2006] C/A 358/12/0 002 126/6/0 0.02 ORO0.65 P=0.48 0.05
8q24 rs987525 Birnbaum et al. [2009] C/A  267/91/12 0.16 89/42/1 017 OR1.07, P=087 0.07
8q24 rs17241253 Birnbaum et al. [2009]  T/C  330/40/0 005 112/19/1 0.08 ORO0.63, P=0.13 0.43
8q24 rs10956463 Selected by position AMC 221712425 024  69/53/10 0.28 OR 1.20, P=0.19 0.25
8q24 rs759944 Selected by position AG  115/169/86 046  45/59/28 044 OR 1.10, P=049 0.09
8q24 rs16903635 Selected by position /6  259/96/15 0.17 90/41/1 0.6 OR1.26, P=0./8 0.07
Bq24 rs¥843646 Selected by position /6  152/166/52 036  50/65/17 0.38 O0RO0.98, P=0.r7 0.09

“Homozygous major allele/heterazygous/momaozygous minor allele.

“Minor allele frequency.

“Fixed significance of 0.05 was assumed for all variants
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in the IRF6 gene with an increased risk of NS CL/P after
permutation analysis (P=0.02). For haplotypes formed in
MSX! and in the 8q24 region, no significant association was
observed.

Logistic regression analysis showed a significant interaction
between positive maternal folic acid consumption (pre-, peri-
and post-conception) and the SNP 1517241253 on chromosome
8q24 under a recessive model. Cases with the CC genotype with
mothers who did not take folic acid were at significantly increased
risk of NS CL/P [OR =4.5, 95% confidence interval (CI) = 1.34—
15.15, P=0.015]. In the variant-versus-variant analysis, the
52235375 SNP in [RF6 was found to significantly interact with
the 8q24 variants rs17241253 (OR =4.5, 95% CI=1.13—17.86,
P=0.032) and rs16903635 (OR=4.15, 95% CI=1.32-1.14,
P=0.015) using a recessive model. Moreover, the 8q24 SNPs
rs17241253 and rs784364, which were not in LD, showed a signifi-
cant positive interaction under a recessive model (OR =3.54, 95%
CI=1.06-11.80 P=0.039).

On the basis of these results, we performed a MDR analysis with
models of two or three attributes on SNPs in IRF6 and the 8q24
region and folic acid consumption. Significant interactions were
observed between folic acid consumption and the 8q24 variant
rs17241253 (OR =4.12, relative to the low-risk group; TA, 0.6590;
cross validation consistency, 10/10; P < 0.0001), and between
rs2235371 in IRF6 and the 8q24 variants rs7843646 and
rs17241453 (OR =3.01; TA, 0.6136; cross validation consistency,
10/10; P < 0.0006).

Herein, we report on a significant association between the
rs2235371 variant in the IRF6 gene and NS CL/P, a finding that
is in agreement with the strong statistical association (P< 107°)
observed in a multi-ethnic cohort of 1,968 families with NS CL/P
[Zucchero et al., 2004]. In addition, the G allele of the rs2235371
variant (p.Val2741le) hasbeen associated with NS CL/P in a sample
of Asian and Caucasian individuals with a P-value of 1 x 107"
Moreover, this allele is in strong LD with the A allele of the rs642961.
Because the latter seems to disrupt an AP-2¢ binding site in the IRF6
enhancer, gene transcription from this allele may be diminished,
providing a putative functional mechanism for the allelic associa-
tion between rs2235371 and NS CL/P [Rahimov et al., 2008].
Unfortunately, we did not consider this functional variant in our
study.

The G-G haplotype of IRF6 SNPs rs2235371 and 152235375 was
significantly associated with NS CL/P (P=0.02), as previously
reported in a Western Chinese population [Huang et al., 2009].
These findings indicate that both variants are in the same LD block
that may include another functional variant(s) responsible for NS
CL/P risk, as described for rs642961. No significant associations
were identified between any of the six SNPs in the 8q24 region and
NS CL/P. Similar negative results were obtained in a studyanalyzing
ten SNPs in 8924 (including rs987525 and rs17241253) in 37
multiplex NS CL/P families and 91 parent-child trios of Mexican
ancestry in Texas, USA [Blantonetal.,2010]. However, a significant
association was found for rs987525 in a Mexican-Mayan popula-
tion, but only for the homozygous minor allele [Rojas-Martinez
etal,, 2010]. In our study the recessive model for rs987525 showed a
P-value of 0.15. Statistical power obtained for variants in 8q24,
as well as for other non-associated variants, was poor (0.05—-0.43)

owing to the small sample size, which could explain the lack of
association in our study.

This is the third report to explore genetic associations with
NS CL/P in Mexican populations. In a Mayan population
[Rojas-Martinez et al., 2010], an association was reported between
the rs861020 wvariant in IRF6 with NS CL/P (OR=239,
95%CI =1.13-5.06), similar to our finding of an association
with rs2235371. However, this study did not perform a population
ancestry analysis or analyze gene—gene or gene—environment
interactions.

To ourknowledge, this is the first report of an interaction of folic
acid consumption with an 8q24 variant. Other gene—environment
interactions previously reported include maternal multivitamin
consumption and the AG genotype of rs17015218 in IRF6 (not
included in our study), which was associated with a reduced risk of
NS CL/P (OR=0.13, 95% CI =0.02—0.99) [Wu et al., 2010]. We
found that the 8q24 SNPs rs17241253 and rs7843646 interacted
with the JRF6 SNP rs2235371. Using a generalized estimating
equations method, a previous study identified a similar gene—gene
interaction between the 8924 region and IRF6 in 317 white non-
Hispanic families from Texas, USA [Blanton et al., 2010]. In that
study, the interacting markers were the 8q24 variants rs987525,
rs17241253, and rs1530300, and the rs642961 variant in the IRF6
enhancer. Thus, the identification of statistically significant inter-
actions between 8924 and maternal folic acid intake and between
8q24 and IRF6 provides further support for the interrelationships of
these loci with folate intake, which is related to the multifactorial
etiology of NS CL/P.

Recent genetic studies, mainly genome-wide association studies,
have identified a number of novel NS CL/P susceptibility factors,
suchas FOXEI, 17q22and 10g25.3 and two regions, one near MAFB
(1p22) and the other near ABCA4 (20q12). Unfortunately, we did
not include markers close to these regions. Future studies that
include these loci may help to identify as-yet-unknown genetic
factors and confirm those previously reported to be associated with
NS CL/P in the Mexican Mestizo population.
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