UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN
PACIENTES MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLIiNICO DE LABIO
PALADAR HENDIDO NO SINDROMATICO.

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE
ESPECIALISTA EN GENETICA MEDICA

PRESENTA
DR. DAVID ALFONSO APAM GARDUNO

TUTOR DE TESIS
DRA. ARIADNA ESTELA GONZALEZ DEL ANGEL

COTUTOR
DR. JOSE ANTONIO VELAZQUEZ ARAGON

CIUDAD DE MEXICO 2017

INP



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN
IRF6 RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO
NO SINDROMATICO.

OSAURA ROSA &mms
CTORA DE EN

DR. MANUELIENRIQUE FLORES LANDERO
JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PRE ¥ POSGRADO

ARy

DRA. VICTORIA DEL CASTILLO HUFE
PROFESOR TITULAR DEL CURSO

DRA. ARIADNA ESTELA GONZALEZ DEL ANGEL
TUTOR DE TESIS

— -

N . = L "L 4..-
DR. JOSE ANTONIO VELAZQUEZ ARAGON
CO-TUTOR DE TESIS




AGRADECIMIENTOS

A Dios, de quien fue su voluntad el formarme en este camino, quien me dio la
humildad para aprender de mis profesores, el compafierismo para formar un gran
equipo con mis camaradas residentes y la solidaridad para ver en cada paciente la
oportunidad de desarrollarme como genetista y ser humano.

A mis padres, quienes siempre me han apoyado en mis decisiones profesionales,
me escucharon en todos mis problemas y me han amado en toda mi formacion
humana.

A mi profesora la Dra. Ari, quien no solo fue mi guia y mentor en este trabajo, sino
que me dio el impulso y los conocimientos para formarme como médico especialista
y siempre dar el 100% por lo que hago.

A José, quien me ensefo desde el ABC de la biologia molecular y mas que mi
maestro fue un amigo quien me deja bellas vivencias en estos 3 afos.

A la Dra. Del Castillo por haberme aceptado en este curso, por los conocimientos
y la experiencia que me transmitié y el apoyo que me brindo.

A mis profesores el Dr. Camilo, la Dra Emy y la Dra. Esther, por todas sus
ensefianzas y empatia. Y a mis maestros de Laboratorio, el Dr. Miguel, |la Dra.
Bertha, Sara y Paty, quienes me recibieron en sus servicios con una sonrisa y
sembraron en mi el carifio por la genética y el deseo de superarme dia a dia.

A mis hermanitos: Luisa y Sinhue, por 3 afos, de bellas experiencias, por siempre
escucharme, apoyarme en los malos momentos y reirse de mis bromas. Siempre
los llevare en mi corazon.

A mis demas compafieros y amigos: Chio y Rey quienes fueron mis mentores,
amigos y camaradas, Lore, Den, Alan, Pau y Dime, quienes mas que comparieros
son mi familia.

A los nifos del Instituto Nacional de Pediatria quienes son el motor que me mueve
todos los dias y me han ensefiado no sélo de genética sino lecciones de vida. Y a
cada quimico y bidlogo de laboratorio que pusieron una semillita de amor y
sabiduria en mi formacion.



iNDICE

1.

2.

8.

9.

Resumen estructurado.
Antecedentes y marco tedrico.
Planteamiento del problema.
Pregunta de investigacion.
Justificacion.

Objetivos.

Clasificacion de la investigacion.
Poblacién (universo de estudio).

Criterios de seleccion.

10. Definiciones operacionales.

11.Variables.

12.Material y métodos.

13.Analisis estadistico.

14.Factibilidad y financiamiento.

15. Aspectos éticos.

16.Resultados clinicos.

17.Resultados moleculares

18.Discusion.

19.Conclusiones.

20.Bibliografia.

21.Anexos.

13

13

13

14

14

14

15

15

16

18

20

20

21

21

23

28

33

34

37



PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO
NO SINDROMATICO.

COAUTORES

Dra. Ariadna Estela Gonzalez del Angel.
0 Tutor de tesis
o Investigador en Ciencias Médicas D, Laboratorio de Biologia
Molecular

e Dr. en C. José Antonio Velazquez Aragon.
0 Co-tutor de tesis
o0 Investigador en Ciencias Médicas C, Laboratorio de Biologia
Molecular.

e Dra. Bernardette Estandia Ortega.
o0 Médico Genetista, Laboratorio de Biologia Molecular.

e Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza.
o Investigador en Ciencias Médicas D. Jefe del laboratorio de Biologia
Molecular.

e Dr. David Alfonso Apam Gardufo.
o0 Tesista para obtener el grado de Especialista en Genética Médica



1. RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes, marco tedrico y justificacién. El labio y paladar hendido (LPH) es
una hendidura en el labio superior que puede involucrar o no al paladar. EI 70% es
aislado, mientras que el 30% forma parte de una entidad multimalformativa siendo
el sindrome de Van der Woude (SVW) la forma mas frecuente ya que representa el
3% de los casos (Brito, 2012). EI SVW es causado por mutaciones en el gen IRF6
con una herencia autosémica dominante. Algunos reportes en la literatura indican
que la unica manifestacion en SVW es el LPH, debido a que el 15% de estos
pacientes no presentan los pits labiales que lo caracterizan. Se ha descrito que en
el 0.4-3.7% de pacientes con diagndstico de LPH no sindromatico presentan
mutaciones en el gen IRF6. En poblacién mexicana no hay estudios que determinen
si existen casos de SVW en pacientes con LPH no sindromatico, lo que es relevante
para ofrecer un diagndstico certero y determinar si en estudios de asociacion de
polimorfismos en genes candidato y LPH aislado, realizados previamente por
nuestro grupo, se incluyeron casos con SVW que pudieran haber generado sesgo
en los resultados.

Objetivos. Determinar la frecuencia de mutaciones en el gen IRF6 en un grupo de
pacientes diagnosticados como LPH no sindromatico. Describir clinicamente a los
individuos que resulten con una mutacién en el gen IRF6. Buscar dirigidamente las
mutaciones de IRF6 en familiares y replantear el asesoramiento genético en los
casos y familias con una mutacion caracterizada.

Material y métodos. Se incluyeron 96 pacientes con LPH no sindromatico que
acuden al Instituto Nacional de Pediatria. Este estudio fue observacional,
descriptivo, transversal y ambispectivo, ya que se contaba con informacion clinica 'y
muestra de DNA de individuos con LPH de un banco de DNA del laboratorio de
Biologia Molecular, en los nuevos pacientes se realizd un interrogatorio vy
exploracion fisica por un médico genetista, los datos se consignaron en la hoja de
captacion de datos, se firmo la carta de consentimiento informado y se tomé una
muestra de 3-5 mL de sangre periférica de donde se obtuvo DNA, donde se realizé
una busqueda de variantes patogeénicas en los exones 3, 4, 5 y 9 del gen IRF6
donde se localizan la mayoria de las variantes responsables del SVW reportadas
en la literatura. La busqueda de mutaciones se realizé por PCR y su posterior
secuenciacion automatizada tipo Sanger. Se compararon las secuencias obtenidas
contra la de referencia del gen IRF6 reportada en el NCBI (NG _007081.2). Las
variantes detectadas se buscaron en las bases de datos de SNP’s (dbSNP) y en las
base de mutaciones de IRF6 (Human Gene Mutation Database).

Resultados. Se analizaron 88 secuencias del exdon 3 y para los exones 4, 5y 9 se
estudiaron 85, 95 y 88 secuencias respectivamente, las cuales contaban con la
calidad adecuada y cubrieron la totalidad del exdon. No se identificaron variantes
patogénicas, sin embargo se observaron dos polimorfismos previamente descritos
en la literatura, uno intrénico y otro sinénimo. El polimorfismo ¢.175-5C>G, p.=
(rs7552506) mostré una frecuencia alélica para el alelo C de 0.30 y para el alelo G
de 0.70, con una p=0.6, lo que es igual a lo reportado en otras poblaciones. La
segunda variante ¢.459G>T, p.Ser153= (rs2013162), obtuvo frecuencias alélicas de
0.42 para el alelo G y 0.58 para el T, con una p= 0.09, similar a lo descrito en



poblacién Mexicana residente de Estados Unidos y diferente estadisticamente a
poblacion de Europa, Africa y Sur de Asia.

Discusion y conclusiones. En el presente estudio se observé una proporciéon de
individuos del sexo masculino vs femenino cercana a 2:1, semejante a lo descrito
en literatura. De los 96 pacientes incluidos, el 61% eran casos unicos y el 39% con
antecedentes familiares, lo cual esta acorde con la herencia multifactorial del LPH
no sindromatico en donde se observa agregacion familiar sin un patron sugerente
de herencia mendeliana. Ademas, la hendidura facial en la mayoria de los casos
fue unilateral izquierda (39%), acorde a lo referido en la literatura.

Al analizar los exones 3, 4, 5 y 9 del gen IRF6, no se identificaron variantes
patogénicas. Dentro de las posibles explicaciones por las que no observamos
pacientes con SVW se encuentran: la variacion étnica y los criterios de inclusién en
los diferentes estudios, ya que se sugiere que es mas probable encontrar casos de
SVW cuando existen antecedentes familiares con LPH con un patron de herencia
autosémico dominante, o el hecho de que todos nuestros pacientes fueron
valorados clinicamente por un genetista, capacitado para buscar dirigidamente
datos de expresion minima de SVW al evaluar casos con LPH. Se identificaron 2
variantes no patogénicas previamente descritas en la literatura. El polimorfismo,
c.175-5C>G mostré frecuencias alélicas parecidas a las reportadas en otras
poblaciones sanas, dato que apoya que es un polimorfismo no asociado al
desarrollo de LPH aislado. La segunda variante c.459G>T present6 una frecuencia
alélica semejante a lo reportado en poblaciéon Mexicana sana residente de Estados
Unidos, lo cual podria ser esperado al ser poblaciones que aparentemente
comparten ascendencia similar. Este polimorfismo en la literatura se ha asociado al
desarrollo de LPH aislado al conformar un haplotipo con la variante rs2235371 que
se ha reportado que esta en perfecto desequilibrio de ligamiento con la variante
funcional rs642961 localizada en el enhancer de IRF6 y que elimina el sitio de unién
del factor de transcripcién AP2 alfa el cual favorece la transcripcion de IRF6 para la
proliferacion de queratinocitos en los procesos palatinos. Por lo anterior, en el futuro
se determinara si la variante rs2013162 (c.459G>T), también esta conformando un
haplotipo con rs2235371, la cual se habia determinado por estudios previos, en
estos mismos casos, que asociaba a LPH aislado.

Para definir con certeza si tenemos casos de SVW en nuestra poblacion
diagnosticada como LPH no sindromatico, se completara el analisis de todo el gen
IRF6, lo cual es relevante para ofrecer un diagndstico certero y determinar si en
estudios de asociacion de polimorfismos en genes candidato y LPH aislado,
realizados previamente por nuestro grupo, se incluyeron casos con SVW que
pudieran haber generado sesgo en los resultados asi como para establecer los
criterios para seleccionar a casos con LPH no sindromatico en donde debe
descartarse la presencia de mutaciones en IRF6 como lo mencionado en literatura,
con relacion a la presencia de antecedentes de LPH en familiares.



PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO
NO SINDROMATICO.

2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO.
DEFINICION.

El labio paladar hendido (LPH) es un defecto congénito originado por una falla en la
fusidn de las prominencias fronto-nasal y maxilares entre la 4° y 8° semanas de la
gestacion. Clinicamente se observa como una hendidura a lo largo del filtrum entre
la region lateral y premaxilar del labio superior, puede ser bilateral o unilateral y
presentarse con o sin paladar hendido parcial o total (Jones, 2006).

El LPH, considerado como el defecto craneofacial mas frecuente a nivel mundial y
nacional (Mossey, 2009; Dixon, 2011), causa alta morbilidad en los individuos
afectados y representa un gasto econémico importante por el manejo a largo plazo
que requiere. Asimismo se ha observado que tiene un fuerte impacto clinico, ya que
los pacientes suelen presentar alteracion en la alimentacion, lenguaje, audicién, en
el aspecto estético y en la interaccién social, lo que requiere de un manejo
multidisciplinario tanto quirurgico, dental, linguistico y psicolégico (Dixon, 2011).

EPIDEMIOLOGIA.

El 70% de los casos de LPH son aislados con una herencia multifactorial en la cual
hay participacién de factores genéticos y ambientales, generalmente el riesgo de
recurrencia es de un 4 a 6%. El 30% restante de los casos de LPH son sindromaticos
al presentar otras alteraciones en el crecimiento, desarrollo y/o anormalidades
estructurales en regiones diferentes de la region orofacial (Stainer and Moore,
2004). Se han descrito mas de 300 sindromes en los cuales el LPH es parte del
fenotipo clinico, en estos casos, dado que la etiologia de las entidades
sindromaticas es heterdégenea el riesgo de recurrencia puede variar desde nulo
hasta un 50%, por ello la importancia de establecer un diagndstico certero (Gorlin,
2001).

SINDROME DE VAN DER WOUDE

El sindrome de Van der Woude (SVW) [OMIM 119300] es la forma mas frecuente
del labio paladar hendido (LPH) sindromatico ya que representa el 3% del total de
los casos (Schutte, 1996, Brito 2012). EI SVW es una entidad monogénica con un
modo de herencia autosémico dominante con una penetrancia de 89-99% y se
caracteriza clinicamente por la presencia de LPH, paladar hendido, hoyuelos en el
labio inferior y/o hipodoncia (Burdick, 1985; Van der Woude, 1954). Presenta una
expresividad clinica muy amplia, desde un cuadro severo con todas las
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manifestaciones descritas hasta la presencia de solo labio paladar hendido. El 15%
de los pacientes con SVW no presenta los pits u hoyuelos labiales que caracterizan
a esta entidad lo que origina que el fenotipo simule una forma no sindromatica de
LPH, por lo que en estos casos se puede dar un diagnostico y asesoramiento
genético incorrecto ya que la ausencia de otras manifestaciones clinicas no permite
distinguir al SVW de un LPH aislado con herencia multifactorial (Desmyter, 2010;
Brito, 2012).

GEN IRF6

Estructura.

El gen factor regulador de interferon 6 (IRF6) se ubica en el locus 1932.3-g41, tiene
9 exones los cuales el 1y 2 no son codificantes. Este gen codifica a la proteina IRF6
que contiene 517 aminoacidos y que pertenece a la familia de los factores de
transcripcion reguladores de interferon, posee un dominio altamente conservado de
unién a DNA tipo hélice-bucle-hélice (aminoacidos 13 a 113) y un dominio de unién
a proteinas menos conservado (aminoacidos 226 a 394). El dominio de unién a DNA
contiene un motivo unico penta-triptéfano el cual se describe como esencial para su
funcién; a través del dominio de union a proteina forma homo y heterodimeros, por
lo que también se conoce como dominio de asociacion a IRF (IAD: IRF association
domain), para llevar a cabo esta dimerizaciébn es necesario la fosforilacion en
residuos de serina en el extremo carboxilo que es indispensable para el
reconocimiento en la membrana nuclear. La proteina IRF6 se expresa de forma
constitutiva en los tres tejidos germinales desde la semana 5 del desarrollo
embrionario participando en procesos de proliferacién y diferenciacion celular.
(Fitzpatrick 1990; Briyanlou y Darnell 2002) (Figura 1).



Figura 1. Locus, estructura y dominios del gen IRF6. Figura adaptada de Desmyter, 2010

Funciones

IRF6 codifica un factor de transcripcion, el cual regula la expresién de otros genes
blanco, los primeros descritos son el interferon alfa e interferén-beta, donde IRF6
se une al sitio promotor favoreciendo su expresion tanto en células embrionarias
durante el proceso de diferenciacion y proliferacion celular asi como en la vida extra
uterina durante procesos inflamatorios (Taniguchi, 2001).

Estudios en modelos de raton knockout apoyan el papel de IRF6 en la regulacion
del crecimiento celular, detencion del ciclo celular, proliferacion y diferenciaciéon de
queratinocitos asi como proliferacion de mesénquima, también se ha descrito en la
literatura que participa en el desarrollo inmunoldgico al estimular la proliferacion de
células T y diferenciacion de células pre-B, aunque su funcién exacta en la
respuesta inmune sigue siendo desconocida, se sugiere que pudiera participar a
través de promover la expresion de interleucinas e interferones (Takaoka, 2005).

Funcion de IRF6 asociado al desarrollo embrionario del paladar.

En seres humanos este gen se expresa en las crestas palatinas laterales, en el
esbozo mandibular caudal al estomodeo y placoda nasal a inicios de la quinta
semana de desarrollo embrionario intrauterino, que conlleva al crecimiento y
diferenciacion del mesénquima celular para inducir una fusion de dichas estructuras
a finales de la novena semana del desarrollo (Ingraham, 2006; Richardson, 2006;
Desmeyer 2010; Ferrero, 2010).
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Dentro de los genes blanco de IRF6 asociados al desarrollo del labio y paladar se
mencionan: TP63 que codifica para un factor de transcripcion involucrado en la
regulacion del crecimiento celular e interaccidn epitelio mesénquima de los
procesos maxilares en el embrion, HEK293 (embryonic epithelial kidney) el cual
codifica para un factor de crecimiento epidérmico que se expresa de forma
significativa en los procesos maxilares durante la sexta semana del desarrollo y el
gen del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) que se relaciona a
proliferacion de células epidérmicas (Ferrero, 2010; Richardson, 2006).

Mutaciones en IRF6

La haploinsuficiencia de IRF6 condiciona anomalias de la piel y del desarrollo
craneofacial. Modelos embrionarios murinos con mutaciones con efecto negativo en
IRF6 presentan carencia de células de epidermis y mesénquima alrededor de la
region oral, ademas de deficiencia de E-caderina la cual es indispensable en la
adherencia celular e interaccion meséquima-epitelio (Richardson, 2006). Estas
interacciones aberrantes podrian llevar a la falta de formacién y de proliferacion de
las crestas palatinas, que conduce a las fisuras palatinas (Ferrero, 2010).

Mutaciones puntuales de sentido erréneo y sin sentido en IRF6 son responsables
de la mayoria de los casos de SVW y aunque pueden ocurrir en cualquier region de
este gen, el 80% se localizan en los exones 3, 4, 7 y 9 (Kondo, 2002). Se ha
observado que las variantes génicas patogénicas asociadas con este sindrome
causan pérdida de la funcion del gen IRF6 cuyo papel es critico en el desarrollo de
estructuras orofaciales como el paladar. Aun no es posible predecir la severidad del
cuadro clinico en individuos que presentan mutaciones en IRF6 debido a que no se
ha establecido una correlacion genotipo-fenotipo en el SVW (Brito, 2012). Sin
embargo, se ha descrito que variantes génicas que introducen un codén de paroy
de corrimiento de marco de lectura, que afectan al dominio de unién a DNA son mas
frecuente en el fenotipo clasico de SVW con la presencia de LPH, hipodoncia y pits
en labio inferior (Little, 2009; Ferreira de Lima, 2009).

SINDROME DE VAN DER WOUDE Y LPH AISLADO

Algunos casos de SVW pueden confundirse con LPH no sindromatico al
manifestarse solo con la hendidura facial sin otra caracteristica clinica que pueda
distinguirlos. De acuerdo a la literatura, existe un estudio en 108 casos de LPH no
sindromatico de origen brasilefio que reporta una frecuencia de mutaciones de 3.7%
en IRF6 al analizar los exones 3, 4y 7, en los que se ha reportado el 78% de las
mutaciones responsables de SVW (Jehee, 2009); otro reporte en 95 pacientes
diagnosticados como LPH no sindromatico de Bélgica y Francia encuentran una
frecuencia de 3.15% de variantes génicas patoldgicas en IRF6 al analizar los exones
2 al 9 (Desmyter, 2010). Por otro lado, en 17 familias suecas, con al menos dos
miembros diagnosticados con LPH, no sindromatico no se encontraron mutaciones
en los nueve exones de IRF6 (Pegelow, 2008) al igual que en otro estudio en
Malasia en donde también se analizaron los nueve exones de IRF6 en 160
pacientes con LPH aislado (Zucchero, 2004). Finalmente, en Estados Unidos, al
analizar a IRF6 en 1521 familias (trios) con probandos con LPH no sindromatico, se
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encontré que el porcentaje de mutaciones fue del 0.4%, por lo que los autores
concluyen que la frecuencia de variantes patogénicas es baja y sugieren que el
analisis del gen se realice preferentemente en familias con LPH aislado que
muestren un patréon de herencia autosémico dominante (Leslie, 2015). Aun cuando
este ultimo trabajo menciona que la presencia de variantes patogénicas en IRF6 en
LPH no sindromatico es poco frecuente, algunos autores sugieren analizar a IRF6
en pacientes con LPH en quienes esta en duda la morfologia del labio inferior y no
se pueda descartar la presencia de pits u hoyuelos asi como en personas con esta
malformacion que cuenten con antecedentes familiares (Desmyter, 2010,
Salashourifar, 2012, Leslie 2015).

El confirmar el diagndstico de SVW mediante el estudio molecular de IRF6 permite
brindar un asesoramiento genético de certeza, ya que el SVW al ser una entidad
autosdmica dominante tiene un riesgo de recurrencia del 50% en la descendencia,
lo cual es superior al riesgo de recurrencia del LPH no sindromatico de herencia
multifactorial (Brito, 2012). Al contar con un diagndstico certero, se puede establecer
un prondstico con relacion al manejo quirdrgico, dado que se ha reportado que
casos con SVW suelen presentar mayores complicaciones de cicatrizacion que los
pacientes con LPH no sindromatico. Un estudio al comparar las complicaciones
postquirargicas de 17 casos de SVW y 68 casos de LPH aislado pareados,
encuentra que la frecuencia de complicaciones de cicatrizacién son mayores entre
los pacientes con SVW (47%, 8/17) con respecto a los casos de LPH no
sindromatico (19%, 13/68) (p=0.02), siendo las fistulas la complicacion mas
frecuente (Jones, 2010). Se ha postulado mediante modelos murinos que el tejido
dérmico con mutaciones en IRF6 se relaciona a niveles disminuidos de
citoqueratinas las cuales participan en el proceso de cicatrizacion; sin embargo, al
realizar estudios histolégicos en humanos no se ha encontrado una diferencia
significativa en los niveles de citoqueratinas (Dixon 2016).

La identificacidon de casos de SVW es relevante porque permite la busqueda dirigida
de mutaciones en familiares aparentemente no afectados como consecuencia de la
penetrancia incompleta, la cual se reporta del 80 al 88%, (Gorlin, 2010; Desmeyer,
2014) y favorece la descripcion de la variedad de manifestaciones clinicas
consecuencia de la expresividad variable de la enfermedad, donde se menciona
que un 88% de los afectados presentan los defectos de labio y paladar, 85% la
presencia de pits u hoyuelos de labio inferior y 80% las alteraciones dentales
(Ghassibé, 2004, Birkeland, 2010). Esta expresividad en el cuadro clinico se reporta
amplia, incluso en los miembros de una familia con la misma variante genética
patolégica, un ejemplo de esto es un reporte de una familia con la mutacién
c.290A>C del exdén 4, con cambio a nivel de proteina p.Tyr97Cys, en donde los 9
miembros afectados presentaban diferentes manifestaciones del cuadro clinico, ya
que solo en 2 de ellos se observaron pits labiales asociados a LPH, 6 LPH sin pits
y 1 pits sin LPH (Jobling, 2011).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México no existen estudios sobre la frecuencia de SVW en pacientes con
diagndstico clinico de LPH no sindromatico. En la literatura se ha reportado una
frecuencia de mutaciones en IFR6 en pacientes diagnosticados con LPH aislado
que oscila desde 0.4% hasta el 3.7% (Jehee, 2009; Desmyter, 2010; Leslie, 2015).
La dificultad que existe en algunos casos para poder distinguir clinicamente entre
un LPH no sindromatico de un caso de SVW origina el subdiagndstico de este
sindrome monogénico. Si un paciente con diagndstico de LPH en realidad se trata
de un caso de SVW, pueden pasar desapercibidas, por no buscarse dirigidamente,
algunas caracteristicas asociadas con este sindrome como la hipodoncia; ademas
de no realizarse un estudio adecuado a la familia al no buscar en ellos la mutacion
responsable en IRF6 y datos clinicos compatibles con una expresion minima. La
falta de un diagndstico preciso causa un asesoramiento genético poco certero, ya
que el modo de herencia y los riesgos de recurrencia entre estas dos entidades son
distintos.

Por otro lado, si la etiologia de la malformacion no esta bien definida puede
condicionar un sesgo en los estudios que se realizan sobre asociacion entre
polimorfismos en genes candidatos y LPH no sindromatico al existir un error de
clasificacion en el grupo de los casos. Esto ultimo conlleva a una subestimacion del
efecto de las variantes genéticas en la etiologia de una enfermedad multifactorial,
en este caso del LPH no sindromatico, ya que la inclusion de estos individuos con
una entidad sindromatica diluye el efecto de las variantes asociadas dentro del
grupo de casos por lo que deben ser excluidos (Quade, 1980.)

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de individuos con sindrome de Van der Woude por mutacion
en el gen IRF6 en una muestra de pacientes mexicanos con diagnéstico clinico de
labio paladar hendido no sindromatico?

5. JUSTIFICACION

El 15% de los pacientes con SVW no presenta los pits u hoyuelos labiales que
caracterizan a esta entidad lo que origina que el fenotipo simule una forma no
sindromatica de LPH (Desmyter, 2010). Se ha observado previamente mutaciones
en IRF6 hasta en el 3.7% (Jehee, 2009) de individuos que solo presentan LPH, por
lo que es importante realizar el estudio de este gen para descartar que en nuestra
poblacion tengamos casos con un diagnoéstico erroneo (Desmyter, 2010, Leslie
2015). Si se identifican casos de SVW en nuestros pacientes con LPH no
sindromatico se puede justificar realizar el estudio de IRF6 en individuos con esta
malformacion a pesar de no presentar otro dato clinico que apoyara el diagnéstico
de SVW. Por otro lado, la confirmacion del SVW permite buscar intencionadamente
otras alteraciones clinicas como hipodoncia en los pacientes ademas de tratar de
definir si se observa una correlacién fenotipo-genotipo. Asimismo al identificar la
variante génica responsable de esta entidad se puede brindar un asesoramiento
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genético de certeza al determinar si existe expresibn minima o no penetrancia en
otros miembros de la familia a quienes se les buscaria dirigidamente la mutacion
identificada en el caso indice. Con lo anterior, se pueden definir adecuadamente los
riesgos de recurrencia, dado que el SVW tiene un modo de herencia autosémico
dominante con un riesgo de presentarse en la descendencia del individuo afectado
del 50% en cada embarazo, mientras que en el LPH no sindromatico, al tener una
etiologia multifactorial, el riesgo de recurrencia depende del numero de afectados
en la familia pero en la mayoria de los casos es menor (4-6%). Finalmente, el
hallazgo de casos de SVW dentro de nuestro grupo de pacientes permitira
determinar si en los estudios realizados previamente sobre asociacion de genes
candidatos y LPH no sindromatico existié un sesgo de asociacion por la inclusién
de individuos con SVW (Velazquez-Aragén, 2012; Estandia-Ortega, 2014).

6. OBJETIVOS.

Determinar la frecuencia de mutaciones en el gen IRF6 en un grupo de pacientes
diagnosticados clinicamente como LPH no sindromatico

Describir clinicamente a los casos que resulten con una mutacidn en estado
heterocigoto en el gen IRF6.

Buscar dirigidamente las mutaciones de IRF6 en familiares de los pacientes
identificados como casos de SVW e identificar casos de no penetrancia o
expresividad minima mediante su exploracion fisica.

Replantear el asesoramiento genético en los casos y familias con mutacion
caracterizada en IRF®6.

7. CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION
Observacional, descriptiva, transversal, ambispectiva
8. POBLACION (UNIVERSO DE ESTUDIO)

A) POBLACION OBJETIVO: Pacientes con diagnéstico clinico de labio paladar
hendido no sindromatico que acuden para su manejo al Instituto Nacional de
Pediatria.

B) POBLACION DE ESTUDIO: Pacientes con diagndstico clinico de labio paladar
hendido no sindromatico que acudan al servicio de Consulta Externa de Genética
del Instituto Nacional de Pediatria y los familiares de aquellos pacientes en quienes
se haya confirmado una mutacion en el gen IRF6.
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9. CRITERIOS DE SELECCION

A) CRITERIOS DE INCLUSION:

» Pacientes con labio paladar hendido no sindromatico.

« Cualquier género.

» Cualquier edad.

» Firma de carta de consentimiento y/o asentimiento informado del caso indice
(Anexo 2 y/o 3).

« Firma de consentimiento informado en los familiares de pacientes en quienes
se haya confirmado una mutacion en el gen IRF6 (Anexo 4).

B) CRITERIOS DE EXCLUSION:

+ Pacientes en quienes la muestra de DNA que se obtiene a partir de sangre
periférica fuera insuficiente o nula y no aceptaran una segunda toma de
muestra.

+ Pacientes que se hayan transfundido en los ultimos 3 meses (criterio de
exclusion temporal).

10.DEFINICIONES OPERACIONALES

Edad. Tiempo de existencia de una persona desde su nacimiento hasta la
actualidad.

Género. Término utilizado para hacer referencia al sexo del individuo (femenino,
masculino).

Pit u hoyuelo en labio inferior. Hoyo o fosa en el labio inferior de la boca.

Fistula labial. Conexidn o canal entre |la parte externa e interna del labio superior o
inferior de la cavidad oral.

Labio hendido. Fisura en el labio superior, unilateral (izquierda o derecha) o
bilateral.

Microforma labio hendido. Fisura labial poco frecuente que corresponde a una
expresion minima o muy leve del labio hendido y se caracterizada por alteracién de
la linea cutaneo-mucosa a nivel del arco de Cupido, surco en el rojo labial,
disrupcion del musculo orbicular o malformacién nasal menor.

Labio y paladar hendido. Fisura unilateral o bilateral en el labio y en el paladar
duro y/o blando.

Uvula bifida. Muesca o hendidura en la estructura que cuelga del velo del paladar.
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Paladar hendido solo. Fisura que involucra al paladar duro y/o blando sin afectar
al labio.

Paladar hendido submucoso. Fisura del hueso del paladar que no involucra la
mucosa del mismo y es visible s6lo mediante una radiografia o nasofibroscopia;
clinicamente el paladar se ve integro con o sin uvula bifida y se acompafa de voz
nasal.

Hipodoncia. Es la anomalia dental mas comun y se caracteriza por la ausencia de
1 0 mas dientes.

Malformacion. Defecto congénito que se origina por una alteracién primaria en el
desarrollo embrionario de algun 6rgano o sistema y puede afectar la funcidon del
mismo.

Sindrome de Van der Woude (SVW). Entidad genética causada por mutacion en
el gen IRF6 y caracterizada por la presencia de hoyuelos o elevaciones conicas en
el labio inferior, labio hendido, labio paladar hendido o solo paladar hendido,
hipodoncia y/o adhesiones entre el maxilar y la mandibula (singnatia).

Variante génica. Cambio en la secuencia de nucleotidos de una regidén genética
tomando como referencia una secuencia consenso.

Variante patogénica: Cambio en la secuencia de nucleétidos de una region
genética que contribuye de manera directa a una enfermedad. Estas variantes por
lo general alteran los niveles normales de su producto. (MacArthur, 2014)
Variante polimérfica: Cambio en la secuencia de nucledtidos de una region
genética presente en poblacion sana con una frecuencia mayor al 1%, que no suele
asociarse con enfermedad (MacArthur, 2014)

11.VARIABLES

Las variables que se incluiran en el presente estudio se enumeran a continuacion:

Nombre de la . Tipo de | Medicién de la
Definicién Conceptual
Variable Variable Variable

Sexo: masculino o femenino Nominal

) Masculino o
Género .
femenino
Edad Tiempo de existencia desde el | Continua .
nacimiento hasta la actualidad Afos
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Pit u hoyuelo | Hoyo o fosa en el labio inferior | Nominal
. de la boca Ausente
en el labio
. . Presente
inferior
Conexion o canal que comunica | Nominal
. Ausente
Fistula labial | !aregion internay externa del
labio superior o inferior de la Presente
boca
Labio Fisura en el labio superior, Nominal Ausente
hendido unilateral (|zqt_J|erda o derecha) o Presente
bilateral
Microforma Fisura labial poco frecuente.gue Nominal Ausente
corresponde a una expresion
labio hendido minima o muy leve del labio Presente
hendido
Labioy Fisura unilateral o bilateral en el | Nominal
labio y en el paladar duro y/o Ausente
Ry blando
Presente
hendido
Paladar Fisura en el paladar duro y/o Nominal Ausente
hendido blando sin afeccion del labio Presente
i . Uvula dividida por una muesca o | Nominal Ausente
Uvula bifida hendidura
Presente
Paladar Fisura del hueso del paladar que | Nominal
. no involucra la mucosa del Ausente
hendido .
mismo Presente
submucoso
Ausencia de uno o mas dientes | Nominal Ausente
Hipodoncia
Presente
N Defecto congénito por una Nominal Ausente
Malformacion | giteracién primaria del desarrollo P ¢
embrionario resente
Sindrome de Presencia de labio paladar Nominal
hendido o solo paladar hendido, Ausente
Van Der : . ! :
hipodoncia y/o pits labiales por Presente
Woude mutacion en el gen IRF6
Variante Cambio en la secuencia de Nominal Ausente
- nucledtidos de una region
génica Presente

genética
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Cambio en la secuencia de Nominal
Variante nucleotidos de una region Ausente
genética que contribuye de

Patogénica . Presente
manera directa a una
enfermedad.
Cambio en la secuencia de Nominal
Variante nucleotidos de una region Ausente
Polimérfica genética con frecuencia mayor al Presente

1% en poblacién sana que no
suele asociarse con enfermedad

12.MATERIAL Y METODOS

A. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
El presente trabajo forma parte del proyecto titulado: “Prevalencia de mutaciones
patogénicas en el gen IRF6 responsables del sindrome de Van Der Woude en
pacientes mexicanos con diagndstico clinico de labio paladar hendido no
sindromatico”, que se realiza en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Pediatria el cual esta aprobado por los comités de Investigacion, Etica
y Bioseguridad del INP con el numero de registro 061/2014.

Este estudio estuvo dirigido a determinar la frecuencia de mutaciones en 4 exones
del gen IRF6 responsables del SVW, en pacientes diagnosticados clinicamente con
labio paladar hendido no sindromatico dado que en literatura se refieren casos de
SVW con expresion minima de la enfermedad los cuales son indistinguibles
clinicamente de casos de labio paladar hendido aislado.

B. TAMANO DE MUESTRA
La muestra analizada fue a conveniencia de 96 casos de LPH no sindromatico.
C. CAPTACION DE PACIENTES

1. Se han realizado en el laboratorio de Biologia Molecular estudios dirigidos
para identificar los factores genéticos involucrados en la etiologia del LPH no
sindromatico en pacientes mexicanos y actualmente se cuenta con una
muestra de 160 casos de LPHA valorados clinicamente por un genetista.

2. Los pacientes de los cuales ya se contaba con muestra de DNA, por su
participacion en estudios anteriores, se recontactaron para solicitarles su
consentimiento informado para ingresarlos en este estudio.

3. Agquellos casos donde no se contd con muestra de DNA suficiente se
localizaron para solicitar consentimiento informado y la realizacién de una
nueva toma de muestra de sangre periférica de 3-5 ml para la obtencion de
DNA.

4. A los pacientes que no habian participado en los estudios previos, se les
realizé un interrogatorio y exploracion fisica, los datos se consignaron en la
hoja de captacién de datos y se les solicitd firma de consentimiento y/o
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asentimiento informado previa toma de 3-5 mL de sangre periférica para
obtencion de DNA.

D. METODOLOGIA MOLECULAR.

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se llevé a cabo a través de la técnica de purificaciéon por
resinas de intercambio i6nico con el kit QlAamp DNA blood mini kit (QIAGEN
Sciences, Maryland EUA) a partir de los leucocitos de las muestras de sangre
periférica. Para determinar la integridad del DNA obtenido, las muestras fueron
sometidas a electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelStar®. La
concentracion y pureza de DNA se analiz6 mediante fotoespectrometria. Las
muestras de DNA obtenidas se conservaron a una temperatura de 4°C hasta su
analisis.

Ampilificacion de PCR (reacciéon en cadena polimerasa)

La amplificacion de los exones de IRF6 se realizd en el termociclador Applyed
Biosystems modelo Gene Amp PCR System 2720. La secuencia de los primers
utilizados fueron disefiados en el Laboratorio de Biologia Molecular del INP con el
programa Primer Blast para los diferentes exones, sus secuencias estan descritas
en latabla 1 y las condiciones utilizadas en la tabla 2. Para la amplificacion se utilizd
0.2Ul de Taq GoldTM polimerasa, en presencia de 3mcL de buffer, 3mcL de MgCL2,
0.5 mcL de dNTPs, 0.7 mcL de primers.

Exon Secuencia sentido 5°----3° Secuencia sentido 3"-----5"
3 ACCTGGCACAGCTTATTCCC GCTATACTGCGTGCCTGCTA
4 AATCGGGGTTGGGATGATGG TCTGGGTCCTTCCCAGAGAAA
5 CCCTAGCTTGAATGGTGGGT GCAGGGACTGATCCTGCTTT
9 TCAGGGCCTCTTTGGTCTGT AAACTCCCAGGCCAAATCTCC
Desnaturalizacion inicial 94°C 6 minutos
Desnaturalizacion 94°C 35 segundos
Alineacién 57°C 35 segundos
Extension 72°C 45 segundos
Extension final 72°C 10 minutos

4°C infinito

40 ciclos

Los productos de PCR tuvieron un tamafo para el exén tres de 748 pb (148 del
intron 2, 177 del exén 3 y 423 del intrén 3), el del exdén 4 de 512 pb (162 del intrén
3, 205 del exdn 4 y 145 del intron 4), el del exdén 5 fue de 323 pb (82 pb del intrén 4,
129 del exén 5y 112 pb del intron 5) y finalmente el amplicon del exon 9 estuvo



conformado por 99 pb del intrén 8, los 225 pb codificantes del exon 9 y 254 pb de
la region 3'UTR.

Para el analisis de la secuenciacion automatizada tipo Sanger, la reaccién Big Dye
de los productos de PCR se realizé en la empresa Macrogen (Rockville, MD, USA),
con primers de secuenciaciéon especificos, disefiados por el laboratorio de Biologia
Molecular mediante el programa de Primer Blast, las secuencias de dichos primers
se muestran en la tabla 3. Para el exon 3 el primer de secuenciacion hibrida con la
hebra sentido o forward y permite el analisis de 78 bases antes del inicio de la
secuencia exonica y 81 bases antes del codén de inicio de la traduccién (con la
eliminacién de los primeros 70 nucleétidos del producto de PCR que pertenecen al
intron 2). Para el exon 4 el primer de secuenciacion reconoce a la hebra antisentido
o reverse con lo que se observan 121 nucledtidos antes del extremo 3’ de la
secuencia exonica (se excluyen 24 bases del extremo 3’ del producto de PCR del
intron 4). El exén 5 fue secuenciado al utilizar un primer que reconoce a la hebra
sentido o forward para analizar 77 bases antes del inicio de la secuencia exénica y
excluyendo 5 del producto de PCR las cuales se encuentran en el intrén 4.
Finalmente para obtener las secuencias del exdon nueve se utilizé un primer de
reconocimiento de la hebra sentido o forward con el analisis de 74 bases previo a la
secuencia exonica y el cual excluye las primeras 25 del extremo 5’ del producto de
PCR las cuales pertenecen al intrén 8 del gen. Las secuencias obtenidas fueron
comparadas contra la de referencia del gen IRF6 reportada en el NCBI
(NG_007081.2).

Tabla 3. Primers de secuenciacion de IRF6
n Secuencia
5'-GCACAGCTTATTCCCATATT-3'
5'-AAAGGCTTTCTTGCTTTATCCA-3'
5'-GCTTGAATGGTGGGTAGCTG-3'
5-CTTTGGTCTGTCCTTCAATC-3'

4
©unbwg

13.ANALISIS ESTADISTICO

En el presente estudio se planed realizar estadisticas descriptivas para la frecuencia
de variantes en IRF6 en pacientes diagnosticados con LPH no sindromatico y de
sus caracteristicas clinicas. A las variantes polimérficas identificadas se estimo si
se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg por |la prueba exacta de Fisher. Se
compararon las frecuencias alélicas de las variantes obtenidas con las frecuencias
alélicas reportadas en el Database SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) para
poblacién Mexicana de Los Angeles (MEX), poblacién Europea (EUR), poblacion
Africana (AFR) y poblacion del sureste de Asia (SAS) por la prueba de Ji cuadrada.

14.FACTIBILIDAD Y FINANCIAMIENTO

El grupo de trabajo de laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de
Pediatria tiene un banco de DNA de pacientes con LPH aislado y en la consulta de
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Genética se captaron a los casos nuevos. Se cuenta con los recursos humanos con
preparacion en biologia molecular para la realizacion de este estudio. Los materiales
necesarios fueron proporcionados por el Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria a través de Recursos Fiscales (proyecto 061/2014) y
con el apoyo economico del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia a través del
Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social FOSSIS (proyecto
262385 apoyado en la convocatoria S0008-2015-22). Ademas, el Dr. David Apam
cuenta con el apoyo econdmico otorgado por la Fundacion Carlos Slim, a través de
la beca Impulso para la Investigacion 2016.

15.ASPECTOS ETICOS

Este protocolo de investigacion se apegd a los Principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos de la Declaracién de Helsinki y a las
regulaciones de Salud en México (Art. 17 del Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de Investigacion para la salud). Fue revisado para su aprobacién
por los comités de Investigacion, Etica y Bioseguridad del Instituto Nacional de
Pediatria. Todos los pacientes que participaron dieron su consentimiento a traves
de su firma en el consentimiento y/o asentimiento informado (Anexo 2 y 3). La
informacion clinica y genética se resguardo en archivos electronicos encriptados y
sélo los investigadores responsables del proyecto son quienes tienen acceso a la
misma para preservar la confidencialidad. Este estudio se considera de bajo riesgo
ya que solo requirié de una toma de 3 a 5 ml de sangre de los casos nuevos de
LPH. El asesoramiento genético se brindé en todos los casos de acuerdo a los
hallazgos obtenidos en el estudio molecular y los resultados genéticos no se
comparten con terceros a menos que el paciente y/o sus representantes legales lo
soliciten y autoricen por escrito.

16.RESULTADOS CLINICOS

En el presente trabajo se incluyeron 96 pacientes diagnosticados con LPH no
sindromatico que acudieron a la consulta de Genética que presentaban seguimiento
en los servicios de Ortodoncia, Cirugia Plastica o Foniatria en el Instituto Nacional
de Pediatria. Los pacientes fueron examinados por un médico genetista donde se
determind que todos presentaban somatometria y desarrollo psicomotor esperado
para la edad, sin presentacion de dismorfias u otras malformaciones por lo que se
consideraron como casos con LPH no sindromatico.

Dentro de los antecedentes heredo-familiares se reporté una mayor cantidad de
pacientes sin familiares afectados (n=59), mientras que en aquellos casos con
antecedentes de familiares afectados (n=37) se describe el grado de parentesco y
los porcentajes en la Grafica 1.
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Grafica 1. Antecedentes de LPH

6.25% (n=6)

m ler Grado = 2do Grado = 3er Grado >3er Grado = sin antecedentes

En cuanto al género el 29.2% (n=28) de los casos fueron femeninos y el 70.2% (n= 68)
masculinos. El promedio de edad fue de 6.26 afos con una desviacion estandar de 4.97,
siendo la edad mas frecuente 1 afio (Gréfica 2).

Grafica 2. Edad de pacientes
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Referente a la lateralidad del defecto se observé que 37 pacientes lo presentaron del lado
izquierdo, 26 del derecho y 33 de forma bilateral (Gréfica 3).
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Grafica 3. Lateralidad del defecto
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17.RESULTADOS MOLECULARES

La integridad del DNA se evalu6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%
tefiido con GelStar® (Figura 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

23,130pb

9,416pb

6,557pb

Figura 1. Gel de agarosa al 1% de muestras de DNA extraidas de leucocitos de pacientes con LPH no
sindromatico. Carril 1: Marcador de peso molecular Fago Lambda Hindlll. Carriles 2-15: muestras de DNA el
cual se considera de buena calidad.

Para la busqueda de mutaciones en los exones 3, 4, 5 y 9 del gen IRF6, se realizo
amplificacion de los mismos en el termociclador Applyed Biosystems modelo Gene
Amp PCR System 2720, con las secuencias de primers y condiciones descritas
previamente en la metodologia. Para determinar la presencia de los amplicones de
los diferentes exones, se colocaron 5uL de cada reaccion en geles de agarosa al
1% tefiido con GelSar® y observados en un transiluminador con luz UV (Figuras 2,
3,4y5).
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Figura 2. Analisis de productos de PCR (5ul/cada reaccion) del exén 3 del gen IRF6 en gel de agarosa al 1%
tefiido con GelStar®. Carril 1: control negativo sin DNA. Carriles 2 al 9 productos de PCR (tamafio 748pb) en 8
pacientes.

Figura 3. Analisis de productos de PCR (5ul/cada reaccion) del exén 4 del gen IRF6 en gel de agarosa al 1%
tefido con GelStar®. Carril 1: control negativo sin DNA. Carriles 2 al 11 productos de PCR (tamafio 512pb) en
10 pacientes.

1 2 3 - 5 6 7 8

Figura 4. Andlisis de productos de PCR (5ul/cada reaccion) del exdn 5 del gen IRF6 en gel de agarosa al 1%
tefiido con GelStar®. Carril 1: control negativo sin DNA. Carriles 2 al 8 productos de PCR (tamafio 323pb) en 7
pacientes.
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Figura 5. Analisis de productos de PCR (5ul/cada reaccion) del exon 9 del gen IRF6 en gel de agarosa al 1%
tefiido con GelStar®. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carriles 2 al 8 productos de PCR (tamafio 578pb)
en 7 pacientes. Carril 9: control negativo sin DNA.

Los exones amplificados de las diferentes muestras de DNA fueron secuenciados
mediante la técnica automatizada tipo Sanger. Para el exdén 3 se obtuvieron 88
secuencias con la calidad adecuada y que cubrieron la totalidad del exén, para los
exones 4, 5 y 9 se analizaron 85, 95 y 88 secuencias respectivamente. Se tiene
contemplado realizar el analisis de estos exones en los pacientes que faltan para
tener informacién completa en los 96 casos asi como el estudio de los otros exones
codificantes del gen IRF6, no analizados en el presente trabajo

En el analisis de las secuencias de los exones 3, 4, 5y 9 no se identificaron variantes
génicas patogénicas, pero se observaron dos variantes polimérficas, en los exones
4y 5 del gen IRF6. Estas variantes se encuentran reportadas en la literaturay en la
base de datos Database SNP (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp).

La variante polimorfica rs7552506 (c.175-5C>G; p.=) localizada en el intrén 3,
detectada en el analisis de las secuencias del ex6n 4 (Figura 6), mostré una
frecuencia alélica para el alelo C de 0.30 y para el alelo G de 0.70, la distribucién de
genotipos de la poblacidon mostré estar en equilibrio de Hardy-Weinberg por la
prueba exacta de Fisher (p=0.6) (tabla 1). Al comparar con las frecuencias alélicas
reportadas en el Database SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) con cuatro
diferentes poblaciones, mediante la prueba de Ji cuadrada, no se observé una
diferencia estadisticamente significativa (tabla 2). Las frecuencias de estos cuatro
grupos geograficos pertenecen al proyecto de los 1000 genomas, los cuales son
individuos sin ninguna enfermedad y mayores de 18 afios.
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Figura 6. Electroferogramas parciales de la hebra sentido o forward del exo6n 4 en donde se muestran los
diferentes genotipos de la variante rs7552506 en la posicion ¢.175-5. A) homocigoto C/C. B) homocigoto G/G.
C) heterocigoto G/C. Esta variante se describe como un polimorfismo intrénico, registrado en SNP database
(NM_006147.3:¢.175-5C>G, NP_006138.1: p.=).

Tabla 1. Frecuencia genotipica y alélica de la variante rs7552506 (n=85)
(NM_006147.3:¢.175-5C>G, NP_006138.1: p.=)
CcC CG GG Frecuencia C Frecuencia G

6 39 40 0.30 0.70

Tabla 1. Distribucién de genotipos para la variante rs7552506 en la poblaciéon analizada y frecuencia alélica
calculada.

Tabla 2. Comparacién de las frecuencias alélicas en diferentes poblaciones de la variante

rs7552506
(NM_006147.3:c.175-5C>G, NP_006138.1: p.=)
Alelos total C Fr. alélica G Fr. alélica Valor de p,
Poblaciéon Ji?
Nuestra 170 51 0.30 119 0.70
poblacién
Mexicanos de 100 33 0.33 67 0.67 0.6071
Los Angeles
Europeos 1006 352 0.35 654 0.65 0.2048
Africanos 1322 317 0.24 1005 0.76 0.0865
Sur de Asia 978 327 0.33 651 0.67 0.3790

Tabla 2. Comparacion de las frecuencias alélicas de la variante rs7552506 en diferentes poblaciones. Valores
de p calculados mediante la prueba de Ji cuadrada, obtenidos con GraphPad online Software
(http://graphpad.com/quickcalcs/contingency1.cfm).

En el analisis de las secuencias del exon 5 se observo la variante sindnima
rs2013162 (c.459G>T; pSer153=) (Figura 7), con una frecuencia alélica para el alelo
G de 0.42 y parael T de 0.58. La distribucién de genotipos mostro estar en equilibrio
de Hardy-Weinberg por la prueba exacta de Fisher (p= 0.09) (tabla 3). Al comparar
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con las frecuencias alélicas reportadas en el SNP Database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) de otras poblaciones (tabla 4) se observaron
diferencias estadisticamente significativas con las reportadas en poblaciones de
Europa, Africa y el sureste Asiatico. Las frecuencias de estos cuatro grupos
geograficos pertenecen al proyecto de los 1000 genomas, los cuales son individuos
sin ninguna enfermedad y mayores de 18 afios.

Figura 7. Electroferogramas parciales de la hebra sentido o forward del exén 5. Se muestran los diferentes
genotipos de la variante rs2013162. A) homocigoto T/T. B) homocigoto G/G. C) heterocigoto T/G. Esta variante
se describe como un polimorfismo, registrado en SNP database (NM_006147.3:c.459G>T, NP_006138.1:
p.Ser153=). Es una variante sinénima, sin ningun efecto a nivel de proteina debido a que el cambio ocurre en
la tercera posicion del codon para Serina (TCG a TCT).

Tabla 3. Frecuencia genotipica y alélica de la variante rs2013162 (n=95)
(NM_006147.3:¢c.459G>T, NP_006138.1: p.Ser153=)
GG GT TT Frecuencia G Frecuencia T

12 55 28 0.42 0.58

Tabla 3. Distribucién de genotipos para la variante rs2013162 en la poblaciéon analizada y frecuencia alélica
calculada.

Tabla 4. Comparacion de las frecuencias alélicas en diferentes poblaciones de la variante

rs2013162
(NM_006147.3:c.459G>T, NP_006138.1: p.Ser153=)
Alelos total G Fr. alélica T Fr. alélica Valor de p,
Poblacion Ji?
Nuestra poblacion 190 79 0.42 111 0.58
Mexicanos de Los 100 51 0.51 49 0.49 0.1673
Angeles
Europeos 1006 643 0.64 363 0.36 0.0001
Africanos 1322 1001 0.76 321 0.24 0.0001
Sur de Asia 978 557 0.57 421 0.43 0.0001

Tabla 4. Comparacion de frecuencias alélicas de la variante rs2013162 en diferentes poblaciones. Valores de p
calculados mediante la prueba de Ji cuadrada, obtenidos con GraphPad online Software
(http://graphpad.com/quickcalcs/contingency1.cfm). Los valores de p marcados en rojo tienen diferencias en las
frecuencias alélicas con respecto a nuestro estudio.
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18.DISCUSION
A. RESULTADOS CLINICOS.

El presente estudio se realizd en 96 pacientes diagnosticados con LPH no
sindromatico que acudieron a la consulta de Genética en el Instituto Nacional de
Pediatria. Los pacientes que se incluyeron tenian una somatometria y desarrollo
psicomotor esperado para la edad.

El 70.2% de los pacientes fueron masculinos y 29.8%, femeninos, estas
proporciones son similares a lo reportado en la literatura en donde se ha establecido
una predominancia de afectados varones con una proporcién de 2:1 (Jones 2006;
Mossey 2009, Gorlin 2010).

Dentro de los antecedentes familiares, el 61% de pacientes fueron casos unicos,
mientras que 7% refirieron un familiar afectado en primer grado y 14.5% en segundo
grado. La presencia de antecedentes heredo familiares de LPH en nuestros
pacientes esta acorde a la forma de herencia multifactorial del LPH no sindromatico
en donde se observa agregacion familiar sin que sea un patron que sugiera una
herencia mendeliana (Thompson, 2008).

La edad promedio fue de 6.26 afos con una desviacién estandar de 4.27.Esta
variacion se debe a que los pacientes fueron incluidos en este trabajo durante su
seguimiento o manejo por los servicios de consulta externa de Genética,
Ortodoncia, Cirugia Plastica y Foniatria, en donde se atienden individuos de recién
ingreso asi como con varios afnos de seguimiento.

Respecto a la lateralidad del defecto, se observd afeccion unilateral izquierda en
39% de los casos, unilateral derecha en el 27% y bilateral en el 34%. Estos
porcentajes son similares a lo que se reporta en la literatura, donde se refiere que
el LPH unilateral izquierdo es la forma mas comun al presentarse en el 40-55%.
(Jones 2006, Gorlin 2010).

B. RESULTADOS MOLECULARES.

En el presente trabajo sélo se analizaron 88 secuencias del exon 3, mientras que
para los exones 4, 5y 9 se analizaron 85, 95 y 88 secuencias respectivamente, al
contar con la calidad adecuada y al cubrir |a totalidad del exén, sin embargo se tiene
pendiente realizar el anadlisis de los exones faltantes para tener informacién
completa en los 96 casos.

Se ha reportado que del 0.4 al 3.7% de casos considerados como LPH no
sindromatico son en realidad pacientes con SVW por lo que es importante realizar
el estudio molecular del gen IRF6 (Jehee 2009, Desmyter 2010, Leslie 2015); sin
embargo, en nuestro trabajo no se observaron variantes patolégicas en los
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pacientes mexicanos analizados. Lo anterior puede deberse a que no se analizaron
todos los exones del gen IRF6, en particular el exon 7, en donde en estudios
similares al presente han identificado tres pacientes con una variante patogénica, lo
que corresponde al 21.4% de las mutaciones observadas (3/14) (tabla 5), por lo
anterior, se tiene planeado completar el analisis molecular en todos nuestros
pacientes para de acuerdo a ello definir con certeza si hay casos de LPH aislado
que en realidad son SVW.

Otra explicacion por la que no observamos pacientes con SVW en el presente
trabajo puede ser la variacion étnica, dado que en otras poblaciones tampoco se
han identificado variantes patogénicas en IRF6 en pacientes diagnosticados con
LPH aislado (Suecia y Malasia) (Pagelow et al; 2008. Zucchero et al; 2004).

Otro factor que podria modificar la identificacion de mutaciones en IRF6 son los
criterios de inclusion en los diferentes estudios, como el contar con antecedentes
familiares con LPH. En los tres reportes descritos en la literatura con mutacién
caracterizada en IRF6, 6 de los 14 individuos identificados con SVW contaban con
antecedente de LPH en un familiar de primer grado (42.8%) (tabla 5), cifra que es
mayor a la de los casos en este estudio en donde solo 7 de 96 pacientes tenian el
antecedente de un padre o hermano afectado. Lo anterior, apoya lo mencionado por
Leslie y cols. en el 2015 con relacion a que la presencia de antecedentes
heredofamiliares de LPH con un patrén de herencia autosémico dominante, es un
dato que puede ser util para seleccionar a casos con LPH no sindromatico en donde
debe descartarse la presencia de mutaciones en IRF6.

Otra posible causa por la que no se observaron mutaciones en IRF6, puede ser el
hecho de que todos nuestros pacientes fueron valorados clinicamente por un
genetista (Dra. Ariadna E. Gonzalez del Angel o Dra. Bernardette Estandia Ortega),
quienes estan capacitadas para realizar una exploracion minuciosa y hacer un
adecuado diagnéstico diferencial entre LPH no sindromatico vs SVW, al buscar
dirigidamente datos de expresidon minima de este ultimo. En los tres reportes de
literatura donde identificaron casos con SVW no se menciona al profesional que
determind que sus casos eran LPH no sindromatico y es de llamar la atencion que
al revalorar a los pacientes que tuvieron mutacién en IRF6 en cinco de 14 (35.7%)
identificaron depresiones irregulares en el labio inferior (Jehee 2009, Desmyter
2010, Leslie 2015), las cuales consideramos que no se descarta que podrian haber
sido identificadas desde la valoracion inicial.
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Estudio Poblacién Regién del gen Nﬂmerogie Caracteristicas de las mutaciones encontradas Correlacion clinica
Autor/afio IRF6 analizada 22203 Y% Variante Exén Efecto a nivel de Descrita
mutacion patogénica donde se | proteina en
identificada localiza literatura
Jehee, 2009 | 108 familias de Brasil. | Exones 3,4y 7. 4/108 c.25C>T 3 p.Arg9Trp Si Pit labial atipico
LPH sin pits labiales con 3.7% c.50A>C 3 p.GIn17Pro Si NR
al menos dos familiares ¢.337G>C 4 p.Val113Leu Si NR
afectados. c.1060G>A 7 p.Asp354Asn Si Irregularidades en labio inferior
Desmyter, 95 pacientes con LPH de | Exones 2 al 8 y la | 3/95 c.16C>T 3 p.Arg6Cys Si Depresiones en labio inf.
2010 diferentes etnias (Belgas, | parte codificante | 3.15% C.749G>A 7 p.Arg250Gin Si Depresiones en labio inf.
Holandeses, Ingleses, | del 9. c.1199G>A 9 p.Arg400GIn Si Un pit central en labio inf.
Suizos, Turcos, Los tres casos con
Espafioles y Franceses). antecedentes
Leslie, 2015 | 1521 trios (probando con | Exones 1 al 8 y | 7/1521 c.39G>A 3 p.Trp13X Si Caso familiar, padre con pits
LPH y ambos padres). parte codificante | 0.4% labiales
Estudio realizado en EUA | del exén 9. c.165delC 4 p.lle56Phefs*7 Si Caso de novo
con individuos de c.379delG 4 p.Gly127Valfs*43 Si Caso de novo
diferente origen étnico c.250C>T 4 p.Arg84Cys Si Caso de novo
(China, Turquia, Espafia, c.254G>T 4 p.Cys85Phe Si Caso familiar
Filipinas, Dinamarca, c.1060+1G>T 7 [p.?] Si Caso de novo
Guatemala). €.1289_1297del 9 p.Asp430_lle423del | Si Caso familiar
Zucchero, 160 pacientes de Malasia | Los 9 exones y | No se reportaron variantes patogénicas.
2004 con LPH. regiones 3’y 5'del
gen (23 Kb).
Pegelow, 17 familias suecas con Los 9 exones y No se reportaron variantes patogénicas.
2008 LPH. los extremos UTR

3y5.

Tabla 5. Comparacion entre los diferentes estudios de LPH no sindromatico con analisis del gen IRF6 responsable de SVW. Se muestra el
porcentaje de casos identificados con variantes génicas patoldgicas asi como su correlacion clinica. (NR: no referido)
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En los pacientes analizados se identificaron 2 variantes polimoérficas previamente
descritas en la literatura. La primera ¢.175-5C>G, (p.=), localizada en el intrén 3, es
una variante puntual sin efecto sobre la traduccion a proteina la cual se encuentra
reportada como no patogénica en la base de datos dbSNP con el niumero rs7552506
(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/projects/SNP/snp ref.cqi?rs=7552506). En nuestra
muestra se obtuvo una frecuencia alélica para el alelo C de 0.30 y para G de 0.70.
Al compararla con las reportadas para esta variante en otras poblaciones como
descendientes de mexicanos residentes en Los Angeles, Estados Unidos,
Europeos, Africanos y Asiaticos del Sur, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al tener frecuencias alélicas similares (0.24 a 0.35
para el alelo C). Lo anterior sugiere que la muestra analizada en este trabajo es
representativa de nuestra poblacion, a pesar de ser relativamente pequefia en
comparacion con las de las otras poblaciones (n=170 alelos en nuestro estudio vs
n=1006 alelos Europeos, n=1322 alelos Africanos y n=978 alelos del Sur de Asia)
(tabla 2).

Hasta donde sabemos, esta variante rs7552506 ha sido analizada en sélo dos
estudios para conocer la participacion de polimorfismos en genes candidatos en
pacientes con LPH aislado; el primero incluyé a 17 familias Suecas (105 individuos)
y la variante se observo en 23 pacientes, por lo que se postulé que pudiera estar
asociada a la malformacion; sin embargo, los autores mencionan que se requerian
mas estudios para definir su participacion en el desarrollo de LPH ya que no se
analizaron controles sanos ni se observd una asociacion estadisticamente
significativa (Pegelow, 2008). El segundo analisis fue realizado en 8 familias
Polacas en las cuales se identificod en 5 de ellas, pero formando un haplotipo con
los polimorfismos rs2013162 y rs2235375, lo cual fue observado en otros miembros
de las familias sanos; lo que también indica que esta variante no esta asociada a la
presencia de LPH (Charzewska, 2015). Aunque el presente trabajo no tenia como
objetivo definir la participacion de polimorfismos de IRF6 en el desarrollo de LPH no
sindromatico, el encontrar frecuencias alélicas similares de esta variante en los
pacientes analizados con LPH en nuestro estudio y la poblacién mexicana originaria
de Los Angeles considerada como sana, es un dato que también apoya que la
variante rs7552506 no esta asociada a LPH aislado.

La segunda variante identificada fue ¢.459G>T;(p.Ser153=), con efecto sinénimo a
nivel de la proteina, la cual se localiza en el exén 5. Este polimorfismo se ha
reportado en la base de datos dbSNP con el numero rs2013162
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs=2013162). En nuestro
estudio se encontré con una frecuencia para el alelo G de 0.42 y para el T de 0.58.
Al comparar las frecuencias alélicas con lo reportado en poblaciéon de ascendencia
Mexicana residentes de Los Angeles, Estados Unidos, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, lo cual podria ser esperado al ser grupos
que aparentemente comparten ascendencia similar; sin embargo difieren
significativamente de lo reportado en poblaciones de origen Africano (0.76 para el
alelo G), Europeo (0.64 para el alelo G) y del sur de Asia (0.57 para el alelo G),
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estas discrepancias pueden deberse a que son grupos étnicamente diferentes lo
que se sustenta al observar valores de p de la prueba de Ji muy pequefios
(p=0.0001). Otra explicacion, es el hecho de que nuestra muestra es de menor
tamafo (tabla 4), pero lo consideramos menos probable al observar que nuestra
muestra y la proveniente de mexicanos de Los Angeles en EUA tienen frecuencias
alélicas parecidas, con un tamafio de poblacién similar, por lo que si fueran
muestras pequefas, que no son representativas de la poblacion, estadisticamente
tenderian mas a mostrar diferencias entre ellas (Relethford, 2012).

La asociacion de este polimorfismo rs2013162 con LPH no sindromatico se ha
reportado previamente en poblacion del noreste de China (p<0.0001) (Lu, 2014); sin
embargo en otras poblaciones no se ha identificado esto (Maryland, EUA, Corea y
Polonia) (Park, 2007; Charzewska, 2015). En Taiwan y Singapur, encuentran
asociacion pero al formar un haplotipo con el polimorfismo rs2235371 (p=0.0002 y
p=0.014 respectivamente). En oeste de China esta variante no se encontré asociada
de manera independiente a LPH, pero si al conformar un haplotipo con rs2235375
y rs2235371 (p=0.0013) (Huang, 2009). Los datos anteriores sugieren que la
variante rs2013162 se asocia a la presencia de LPH no sindromatico al conformar
un haplotipo con el polimorfismo rs2235371 (p.Val274lle) que se ha reportado que
esta en perfecto desequilibrio de ligamiento con la variante funcional rs642961
localizada en el enhancer de IRF6 y que elimina el sitio de unidén del factor de
transcripcion AP2 alfa (Rakhimov, 2008), el cual normalmente fomenta la expresion
de IRF6 en los queratinocitos anteriores del estomodeo estimulando su proliferacion
celular y con ello el cierre de los procesos palatinos anteriores (Rakhimov, 2008).
Para determinar si la variante rs2013162 se encuentra asociada al desarrollo de
LPH aislado, podriamos determinar en un futuro si se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con la variante rs2235371 la cual previamente identificamos asociada a
LPH aislado en esta misma muestra de pacientes (Velazquez, 2012).

Para definir con certeza si tenemos casos de SVW en nuestra poblaciéon
diagnosticada como LPH no sindromatico, se completara el analisis de todo el gen
IRF6, lo cual es relevante para ofrecer un diagnéstico certero y determinar si en
estudios de asociacion de polimorfismos en genes candidato y LPH aislado,
realizados previamente por nuestro grupo, se incluyeron casos con SVW que
pudieran haber generado sesgo en los resultados asi como para establecer los
criterios para seleccionar a casos con LPH no sindromatico en donde debe
descartarse la presencia de mutaciones en IRF6, como lo mencionado en literatura,
con relacion a la presencia de antecedentes de LPH en familiares.
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19.CONCLUSIONES

* En el presente estudio se observd una proporcion de individuos del sexo
masculino vs femenino cercana a 2:1, semejante a lo descrito en literatura.

+ De los 96 pacientes incluidos, el 61% eran casos unicos y el 39% con
antecedentes familiares, lo cual esta acorde con la herencia multifactorial del
LPH no sindromatico en donde se observa agregacién familiar sin un patrén
sugerente de herencia mendeliana.

« La mayoria de los casos presentaron la hendidura facial de manera unilateral
izquierda (39%), acorde a lo referido en la literatura.

* En nuestro estudio no se identificaron variantes patogénicas al analizar los
exones 3, 4, 5y 9 del gen IRF6, se tiene pendiente realizar el analisis de los
exones faltantes para tener informacién completa en los 96 casos y
determinar con certeza si hay pacientes con SVW en nuestra poblacién con
diagnostico de LPH aislado.

» Dentro de las posibles explicaciones por las que no observamos pacientes
con SVW se encuentran: la variacion étnica, los criterios de inclusion en los
diferentes estudios o el hecho de que todos nuestros pacientes fueron
valorados clinicamente por un genetista, capacitado para buscar
dirigidamente datos de expresiéon minima de SVW al evaluar casos con LPH.

« Se identificaron 2 variantes no patogénicas previamente descritas en la
literatura, una intronica y otra sinbnima.

» El polimorfismo, c.175-5C>G, p.= mostré frecuencias alélicas parecidas a las
reportadas en otras poblaciones.

+ La variante ¢.175-5C>G en nuestros casos con LPH mostré frecuencias
alélicas similares a lo observado en individuos mexicanos de Los Angeles
sanos, dato que apoya que es un polimorfismo no asociado al desarrollo de
LPH aislado.

« El polimorfismo, ¢.459G>T (rs2013162) en nuestra poblacién, presentd una
frecuencia alélica semejante a lo reportado en poblacion Mexicana residente
de Estados Unidos, lo cual podria ser esperado al ser poblaciones que
aparentemente comparten ascendencia similar.

« Para determinar si la variante rs2013162 se encuentra asociada al desarrollo
de LPH aislado, podriamos determinar en un futuro si se encuentra en
desequilibrio de ligamiento, como esta descrito en la literatura, con la variante
rs2235371 la cual previamente identificamos asociada a LPH aislado en esta
misma muestra de pacientes.
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21.ANEXOS

ANEXO #1 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS CLINICOS Y ANTECEDENTES
HEREDOFAMILIARES DE LPH/SVW

1.Nombre del paciente
2. Edad 3.Género 4. Expediente
5.Nombre de madre

6.Nombre del padre
7. Teléfono/celular
8. Direccion

ARBOL GENEALOGICO: ANTECEDENTES FAMILIARES DE LPH/SVW

ANTECEDENTES PRENATALES (0=NO, 1=S8I)
¢, La madre ingiri6 un suplemento de acido folico durante el embarazo Sio NOoo
¢, En que periodo?
a)Preconcepcional (3 meses antes del embarazo)
b)Periconcepcional (3m antes y primeros 3m del embarazo)
c)Postconcepcional (en los 3 primeros meses del embarazo)
¢, La madre fumo durante el primer trimestre del embarazo? Sio NOo
¢ La madre tomo alguna bebida alcohdlica en el primer trimestre de embarazo? Si o NO o
¢ La madre tomé algun medicamento durante el primer trimestre del embarazo? Sio NO o

EXPLORACION FISICA (0=NO, 1=S|)*"

PESO (Pc__)
TALLA (Pc__)
DESARROLLO PSICOMOTOR NORMAL Sio NOGO
PITS U HOYUELOS EN LABIO INFERIOR Sio NOG&
FISTULAS LABIALES Sioc NOGo
LABIO HENDIDO Sioc NOGo
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MICROFORMA LABIO HENDIDO Sio NOomo
LABIO Y PALADAR HENDIDO (IZQUIERDO, DERECHO O CENTRAL)

PALADAR HENDIDO SOLO Sio NOo
UVULA BIFIDA Sio NOo
PALADAR HENDIDO SUBMUCOSO Sio NOoo
AUSENCIA DE DIENTES (HIPODONCIA) Sio NOc
OTRAS MALFORMACIONES Sio NOc

EN CASO POSITIVO DESCRIBIR CUALES
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~ ANEXO #2 CONSENTIMIENTO INFORMADO
(CASO INDICE menor 12 anos) (otorgado por el padre o tutor)

TITULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢Para qué se efectua este estudio?

Para conocer mejor la frecuencia del sindrome de Van der Woude de causa genética y
poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido no sindromatico que pueden presentar
caracteristicas similares. Es probable que en el futuro los resultados puedan servir para un
mejor diagndstico y prondstico del sindrome de Van der Woude.

¢En qué consiste el estudio?

Se tomara una muestra de 3 a 5 ml de sangre periférica para obtener el material genético
(ADN) de su hijo (a), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran
regiones de un gen que pueden estar implicadas en el padecimiento del Sindrome de Van
der Woude. Se espera contar con la participacion de al menos 200 pacientes para este
estudio.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que presenten labio
paladar hendido no sindromatico.

¢ Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no cuenten con el diagnéstico de LPH no sindromatico o que no
deseen participar en el estudio.

¢ Qué se le pedira a su hijo que haga?

Se tomara una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml), en una sola ocasién, por personal
calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como la utilizacién de guantes y material
estéril y desechable.

¢Quién sufragara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion tendran un costo
para usted.

¢ Qué beneficio puede esperar mi hijo?

El estudio permitira establecer el diagndstico de su hijo de manera mas confiable, darle un
mejor manejo y brindarle un asesoramiento genético mas certero. La informacion obtenida
durante el proyecto de investigacion permitira conocer mejor la frecuencia del sindrome de
Van der Woude de causa genética y poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido
no sindromatico ya que son enfermedades que pueden parecerse. Este estudio también
sera util para saber si los familiares del paciente deberan ser estudiados o no.
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¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puede comunicarse con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragon y Dra. Bernardette Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de
la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306.
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Mi hijo puede negarse a participar en este estudio y se le puede pedir a mi hijo que
abandone el estudio?

La participacion de su hijo (a) es total y absolutamente voluntaria, puede abandonar el
estudio y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga
ningun tipo de repercusion en la atencion de su hijo (a) en cualquier servicio de la Institucion.

¢Quiénes van a tener informacion de los datos de mi hijo?

Los datos personales de su hijo (a) en el estudio seran mantenidos en estricta
confidencialidad y no sera compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
informacion necesaria para el andlisis de los resultados puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacién clinica e impresa de su hijo (a) recabada para el presente proyecto quedara
resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos encriptados.
Solo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a
esta informacion para preservar la confidencialidad.

¢ Qué se va a hacer con las muestras biolégicas (extraccién de DNA) de mi hijo (a)?
La muestra sera codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
muestra solo puede ser analizada y revisada por los médicos e investigadores del presente
proyecto. Quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud. Esta muestra sélo podra ser empleada
para futuros estudios de investigacion encaminados al estudio de Sindrome de Van der
Woude y del labio paladar hendido no sindromatico, si usted asi lo autoriza tras ser re-
contactado por los investigadores del INP, y de igual forma se mantendra la confidencialidad
de la informacién derivada de dichos estudios. La muestra de DNA sera preservada por 10
afnos y en caso de no ser requerida para estudios futuros sera destruida.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio podran darle la
informacion que usted solicite.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que permitiré que mi hijo (a) participe
en este estudio. He leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara
en qué consiste este estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo
que nuestra participacion no conlleva ningun tipo de compensaciéon econdmica. Finalmente,
se me ha informado que si deseamos no participar no se vera afectada la atencion médica
brindada a mi hijo (a) dentro de la Institucion y, que ninguno de los estudios derivados del
presente proyecto de investigaciéon tendran un costo para mi.
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Atentamente

Madre o tutor Firma Fecha

Padre o tutor Firma Fecha
Nombre del paciente

Nombre del testigo Direccion Fechay Firma

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma Fecha

Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragon y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion
del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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ANEXO #3 ASENTIMIENTO INFORMADO (CASO INDICE, 12 A 17 ANOS)

TiTULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLIiNICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢Para qué se efectua este estudio?
Para conocer mejor la causa genética que origina tu enfermedad.

¢En qué consiste el estudio?

Se te tomara una muestra de 3 a 5 ml de sangre, y se estudiaran regiones de uno de tus
genes que pueden estar relacionadas con tu enfermedad. Se espera contar con la
participacién de minimo 200 nifios como tu para este estudio.

¢Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los nifios atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que tengan labio paladar
hendido no sindromatico, o sea, sin ningun otro problema agregado.

¢Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos nifios que no deseen participar en el estudio.

¢ Qué se te pedira que hagas?
Se te tomara una muestra de sangre (3 a 5 ml) por personas calificadas y bajo todas las
medidas de seguridad, como el uso de guantes, material estéril y desechable.

¢ Quién pagara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion tendra un costo
para ti o tu familia.

¢, Qué beneficio puedo esperar?

El estudio permitira que tu diagndstico sea confiable, esto es importante porque permite
que tu médico pueda darte un mejor manejo y tratamiento, también para que sepa si es
necesario estudiar a mas miembros de tu familia.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puedes comunicarte con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragon y la Dra. Bernardette Estandia Ortega. Asi como también con la Dra. Matilde Ruiz
Garcia en caso de que tengas dudas sobre tus derechos.

¢ Puedo negarme a participar en este estudio y puedo abandonar el estudio?

Tu participacion es total y absolutamente voluntaria. Puedes decidir ya no participar en el
estudio en cualquier momento, sin que esto afecte tu atencién en los servicios de la
Institucion.

¢ Quiénes van a tener la informacion de mis datos?

Tus datos personales en el estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad y no sera
compartida con otras personas. La informacién necesaria para el analisis de los resultados
puede ser evaluada y revisada unicamente por los médicos e investigadores del presente
proyecto. De igual forma, toda la informacién recabada sobre ti para el presente proyecto,
quedara resguardada bajo llave.
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¢ Qué se va a hacer con la muestra de sangre que ya no ocupen?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya tu nombre y otros datos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con nadie si tu no lo permites. Quedara bajo el
cuidado del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, de la
Secretaria de Salud. Tu muestra de DNA sera preservada por 10 afios y en caso de no ser
requerida para estudios futuros sera destruida, en caso de requerirse para estudios futuros
seras re-contactado para consentir la utilizacién de dicha muestra.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio podran darte la
informacion que necesites.

DECLARACION DE ASENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He
leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este
estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que mi participacién no
conlleva ningun tipo de compensaciéon econdmica. Finalmente se me ha informado que si
no quiero participar en este estudio, no se vera afectara la atencion médica brindada dentro
de la Institucidon y, que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de
investigacion tendran un costo para mi ni para mis familiares.

Atentamente

Nombre del paciente Fecha y Firma
Madre o tutor Firma Fecha
Padre o tutor Firma Fecha
Nombre del testigo Fecha y Firma
Nombre del testigo Fecha y Firma

Obtuvo el asentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este asentimiento

Nombre y firma Fecha
Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragon y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion
del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.
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Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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ANEXO #4 CONSENTIMIENTO INFORMADO
(FAMILIARES MENORES DE 12 ANOS OTORGADO POR EL PADRE O

TUTOR)

TITULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLIiNICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢ Para qué se efectia este estudio?

Para conocer mejor la frecuencia del sindrome de Van der Woude de causa genética y
poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido no sindromatico que pueden presentar
caracteristicas similares. Es probable que en el futuro los resultados puedan servir para un
mejor diagnostico y prondstico del sindrome de Van der Woude.

¢En qué consiste el estudio?

Se tomara una muestra de 3 a 5 ml de sangre periférica para obtener el material genético
(ADN) de si hijo (a), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran
regiones en un gen que pueden estar implicadas en el padecimiento del Sindrome de Van
der Woude. Se espera contar con la participacion de al menos 200 pacientes para este
estudio y en algunos casos sera necesaria la participacion de los familiares del paciente.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que presenten labio
paladar hendido no sindromatico y sus familiares.

¢Quiénes no podran participar en el estudio?
Lo familiares de aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio.

¢Qué se le pedira a usted que haga?

Se le tomara a su hijo (a) una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml), en una sola ocasion,
por personal calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como la utilizaciéon de equipo
estéril y desechable, y el uso de guantes.

¢Quién sufragara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion tendra un costo
para usted.

¢ Qué beneficio tiene este estudio?

El estudio permitira establecer el diagnéstico en la familia de manera mas confiable, dar un
mejor manejo y brindar un asesoramiento genético mas certero. La informacién obtenida
durante el proyecto de investigacion permitira conocer mejor la frecuencia del sindrome de
Van der Woude de causa genética y poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido
no sindromatico ya que son enfermedades que pueden parecerse.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?
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Puede comunicarse con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragén y Dra. Bernardette Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de
la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢ Me puedo negar a la participacion de mi hijo (a) en este estudio?

La participacion de usted es total y absolutamente voluntaria, pueden abandonar el estudio
y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo
de repercusion en la atencién de su familiar en los servicios de la Institucion.

¢Quiénes van a tener informacién de los datos de mi hijo (a)?

Los datos personales contenidos en el estudio seran mantenidos en estricta
confidencialidad y no serd compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
informacion necesaria para el andlisis de los resultados puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacion clinica e impresa de usted recabada para el presente proyecto quedara
resguardada bajo llave y, los datos clinicos y genéticos en archivos electronicos
encriptados. Solo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave
de acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

¢Qué se va a hacer con las muestras bioldgicas (extraccion de DNA) de mi hijo (a)?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya nombre y datos clinicos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
muestra podra ser analizada y revisada unicamente por los médicos e investigadores del
presente proyecto. Quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud. Esta muestra sélo podra ser
empleada para futuros estudios de investigacién encaminados al estudio de Sindrome de
Van der Woude y del labio paladar hendido no sindromatico, si usted asi lo autoriza tras ser
re-contactado por los investigadores del INP, y de igual forma se mantendra la
confidencialidad de la informacion derivada de dichos estudios. La muestra de DNA sera
preservada por 10 afios y en caso de no ser requerida para estudios futuros sera destruida.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio le podran dar la
informaciéon que usted requiera.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que mi hijo participara en este estudio.
He leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste
este estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que nuestra
participacion no conlleva ningun tipo de compensacion econdmica. Finalmente, se me ha
informado que si deseamos no participar, ello no repercutira en la atencion médica brindada
a mi familiar dentro de la Instituciéon y que ninguno de los estudios derivados del presente
proyecto de investigacion, tendran un costo para mi.
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Atentamente

Madre o tutor Firma Fecha

Padre o tutor Firma Fecha

Nombre del paciente

Nombre del testigo Direccién Fecha y Firma

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma Fecha

Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragdén y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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ANEXO #5 ASENTIMIENTO INFORMADO (FAMILIARES 12 A 17 ANOS)

TITULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLIiNICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢ Para qué se efectia este estudio?
Para conocer mejor la causa genética que origina la enfermedad en tu familiar.

¢En qué consiste el estudio?

Se te tomara una muestra de 3 a 5 ml de sangre, y se estudiaran regiones de uno de tus
genes que pueden estar relacionadas con la enfermedad de tu familiar. Se espera contar
con la participacion de los miembros de tu familia para este estudio.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los nifios atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que tengan labio paladar
hendido no sindromatico, o sea, sin ningun otro problema agregado y sus familiares, por
€so0 es que te invitamos a participar.

¢ Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos nifios que no deseen participar en el estudio.

¢ Qué se te pedira que hagas?
Se te tomara una muestra de sangre (3 a 5 ml) por personas calificadas y bajo todas las
medidas de seguridad, como el uso de guantes, material estéril y desechable.

¢Quién pagara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacién tendra un costo
para ti o tu familia.

¢ Qué beneficio puedo esperar?

El estudio permitira que tu diagndstico de tu familiar y probablemente de otros miembros de
tu familia sea confiable, esto es importante porque permite que el médico pueda dar un
mejor manejo y tratamiento a toda la familia y también para que sepa si es necesario
estudiar a mas miembros de tu familia.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puedes comunicarte con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragén y la Dra. Bernardette Estandia Ortega. Asi como también con la Dra. Matilde Ruiz
Garcia en caso de que tengas dudas sobre tus derechos.

¢Puedo negarme a participar en este estudio y puedo abandonar el estudio?

Tu participacién es total y absolutamente voluntaria. Puedes decidir ya no participar en el
estudio en cualquier momento, sin que esto afecte la atencion de tu familiar en los servicios
de la Institucion.

¢ Quiénes van a tener la informacion de mis datos?

Tus datos personales en el estudio, seran mantenidos en estricta confidencialidad y no sera
compartida con otras personas. La informacién necesaria para el analisis de los resultados
puede ser evaluada y revisada unicamente por los médicos e investigadores del presente
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proyecto. De igual forma, toda la informacién recabada sobre ti para el presente proyecto,
quedara resguardada bajo llave.

¢Qué se va a hacer con la muestra de sangre que ya no ocupen?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya tu nombre y otros datos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con nadie si tu no lo permites. Quedara bajo el
cuidado del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, de la
Secretaria de Salud. Tu muestra de DNA sera preservada por 10 afios y en caso de no ser
requerida para estudios futuros sera destruida, en caso de requerirse para estudios futuros
seras re-contactado para consentir la utilizacién de dicha muestra.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?

Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio podran darte la
informacion que necesites.

DECLARACION DE ASENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He
leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este
estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que mi participacion no
conlleva ningun tipo de compensacion econdémica. Finalmente se me ha informado que si
no quiero participar en este estudio, no se vera afectara la atencion médica brindada dentro
de la Instituciéon y, que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de
investigacion tendran un costo para mi ni para mis familiares.

Atentamente

Nombre del paciente Fecha y Firma
Madre o tutor Firma Fecha
Padre o tutor Firma Fecha
Nombre del testigo Fecha y Firma
Nombre del testigo Fecha y Firma

Obtuvo el asentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este asentimiento

Nombre y firma Fecha
Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragén y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion
del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.
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Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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ANEXO #6 CONSENTIMIENTO INFORMADO (FAMILIARES MAYORES DE 18

ANOS)

TITULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢ Para qué se efectia este estudio?

Para conocer mejor la frecuencia del sindrome de Van der Woude de causa genética y
poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido no sindromatico que pueden presentar
caracteristicas similares. Es probable que en el futuro los resultados puedan servir para un
mejor diagnostico y prondstico del sindrome de Van der Woude.

¢En qué consiste el estudio?

Se tomara una muestra de 3 a 5 ml de sangre periférica para obtener el material genético
(ADN) de usted, el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran
regiones en un gen que pueden estar implicadas en el padecimiento del Sindrome de Van
der Woude. Se espera contar con la participacion de minimo 200 pacientes para este
estudio.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que presenten labio
paladar hendido no sindromatico y sus familiares.

¢Quiénes no podran participar en el estudio?
Los pacientes y los familiares de aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio.

¢Qué se le pedira a usted que haga?

Se le tomara una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml), en una sola ocasion, por personal
calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como la utilizacién de equipo estéril y
desechable, y el uso de guantes.

¢Quién sufragara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacién tendra un costo
para usted.

¢ Qué beneficio tiene este estudio?

El estudio permitira establecer el diagnéstico en la familia de manera mas confiable, dar un
mejor manejo y brindar un asesoramiento genético mas certero. La informacién obtenida
durante el proyecto de investigacion permitira conocer mejor la frecuencia del sindrome de
Van der Woude de causa genética y poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido
no sindromatico ya que son enfermedades que pueden parecerse.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?
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Puede comunicarse con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragén y Dra. Bernardette Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de
la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢ Me puedo negar a participar en este estudio?

La participacion de usted es total y absolutamente voluntaria, pueden abandonar el estudio
y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo
de repercusion en la atencién de su familiar en los servicios de la Institucion.

¢ Quiénes van a tener informacion de mis datos?

Sus datos personales contenidos en el estudio seran mantenidos en estricta
confidencialidad y no serd compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
informacion necesaria para el andlisis de los resultados puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacion clinica e impresa de usted recabada para el presente proyecto quedara
resguardada bajo llave y, los datos clinicos y genéticos en archivos electronicos
encriptados. Soélo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave
de acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

¢Qué se va a hacer con las muestras bioldgicas (extraccion de DNA)?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
muestra podra ser analizada y revisada unicamente por los médicos e investigadores del
presente proyecto. Quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud. Esta muestra sélo podra ser
empleada para futuros estudios de investigacion encaminados al estudio de Sindrome de
Van der Woude y del labio paladar hendido no sindromatico, si usted asi lo autoriza tras ser
re-contactado por los investigadores del INP, y de igual forma se mantendra la
confidencialidad de la informacion derivada de dichos estudios. La muestra de DNA sera
preservada por 10 afios y en caso de no ser requerida para estudios futuros sera destruida.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio le podran dar la
informaciéon que usted requiera.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He
leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este
estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que nuestra
participacion no conlleva ningun tipo de compensacion econdmica. Finalmente, se me ha
informado que si deseamos no participar, ello no repercutira en la atencion médica brindada
a mi familiar dentro de la Instituciéon y que ninguno de los estudios derivados del presente
proyecto de investigacion, tendran un costo para mi.
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Atentamente

Madre o tutor Firma Fecha

Padre o tutor Firma Fecha

Nombre del paciente

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Nombre del testigo Direccién Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma Fecha

Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragon y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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ANEXO #7 CONSENTIMIENTO INFORMADO Participantes del estudio anterior
(CASO INDICE menor 12 ainos) (otorgado por el padre o tutor)

TITULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢ Para qué se efectia este estudio?

Para conocer mejor la frecuencia del sindrome de Van der Woude de causa genética y
poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido no sindromatico que pueden presentar
caracteristicas similares. Es probable que en el futuro los resultados puedan servir para un
mejor diagndstico y prondstico del sindrome de Van der Woude.

¢En qué consiste el estudio?

Se utilizara la muestra de DNA tomada a su hijo previamente y que se encuentra bajo
resguardo del laboratorio de Biologia Molecular, por lo que NO es requerida una nueva
toma de muestra a su hijo, sin embargo requerimos de su aprobacién para su utilizacion en
este nuevo estudio.

¢Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que presenten labio
paladar hendido no sindromatico.

¢Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no cuenten con el diagndstico de LPH no sindromatico o que no
deseen participar en el estudio.

¢ Qué se le pedira a su hijo que haga?

No le sera requerido nada mas que confirmar su intenciéon de participar, salvo que en
algunos casos en donde los resultados de la investigacion lo indiquen se le pedira
posteriormente presentarse para una exploracion fisica.

¢ Quién sufragara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion tendran un costo
para usted.

¢ Qué beneficio puede esperar mi hijo?

El estudio permitira establecer el diagndstico de su hijo de manera mas confiable, darle un
mejor manejo y brindarle un asesoramiento genético mas certero. La informacién obtenida
durante el proyecto de investigacion permitira conocer mejor la frecuencia del sindrome de
Van der Woude de causa genética y poder distinguirlo de los casos labio paladar hendido
no sindromatico ya que son enfermedades que pueden parecerse. Este estudio también
sera util para saber si los familiares del paciente deberan ser estudiados o no.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?
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Puede comunicarse con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragén y Dra. Bernardette Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de
la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306.
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Mi hijo puede negarse a participar en este estudio y se le puede pedir a mi hijo que
abandone el estudio?

La participacion de su hijo (a) es total y absolutamente voluntaria, puede abandonar el
estudio y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga
ningun tipo de repercusion en la atencion de su hijo (a) en cualquier servicio de la Institucion.

¢Quiénes van a tener informacion de los datos de mi hijo?

Los datos personales de su hijo (a) en el estudio seran mantenidos en estricta
confidencialidad y no sera compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
informacién necesaria para el analisis de los resultados puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacion clinica e impresa de su hijo (a) recabada para el presente proyecto quedara
resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos encriptados.
Solo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a
esta informacién para preservar la confidencialidad.

¢Qué se va a hacer con las muestras bioldgicas (extraccion de DNA) de mi hijo (a)?
La muestra sera codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La
muestra solo puede ser analizada y revisada por los médicos e investigadores del presente
proyecto. Quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud. Esta muestra sélo podra ser empleada
para futuros estudios de investigacion encaminados al estudio de Sindrome de Van der
Woude y del labio paladar hendido no sindromatico, si usted asi lo autoriza tras ser re-
contactado por los investigadores del INP, y de igual forma se mantendra la confidencialidad
de la informacion derivada de dichos estudios. La muestra de DNA sera preservada por 10
afnos y en caso de no ser requerida para estudios futuros sera destruida.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio podran darle la
informacion que usted solicite.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que permitiré que mi hijo (a) participe
en este estudio. He leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara
en qué consiste este estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo
que nuestra participacién no conlleva ningun tipo de compensacion economica. Finalmente,
se me ha informado que si deseamos no participar no se vera afectada la atencién médica
brindada a mi hijo (a) dentro de la Institucion y, que ninguno de los estudios derivados del
presente proyecto de investigacion tendran un costo para mi.
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Atentamente

Madre o tutor Firma Fecha

Padre o tutor Firma Fecha
Nombre del paciente

Nombre del testigo Direccion Fechay Firma

Nombre del testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma Fecha

Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragon y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion
del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediétrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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ANEXO #8 ASENTIMIENTO INFORMADO Participantes del estudio anterior
(CASO INDICE mayor 12 aios)

TITULO: “PREVALENCIA DE MUTACIONES PATOGENICAS EN EL GEN IRF6
RESPONSABLES DEL SINDROME DE VAN DER WOUDE EN PACIENTES
MEXICANOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LABIO PALADAR HENDIDO NO
SINDROMATICO”

¢ Para qué se efectia este estudio?

Para conocer mejor la frecuencia de una enfermedad llamada sindrome de Van der Woude
y poder distinguirlo de otra enfermedad que es el labio paladar hendido no sindromatico
pues estas dos enfermedades se parecen. Es probable que en el futuro los resultados
puedan servir para un mejor diagnéstico y prondstico del sindrome de Van der Woude.

¢En qué consiste el estudio?

Se utilizara la muestra de DNA te tomamos hijo previamente y que se encuentra bajo
resguardo del laboratorio de Biologia Molecular, por lo que NO es requerida una nueva
toma de muestra tuya, sin embargo requerimos de tu aprobacién para su utilizacién en este
nuevo estudio.

¢Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que presenten labio
paladar hendido no sindromatico.

¢Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no cuenten con el diagndstico de LPH no sindromatico o que no
deseen participar en el estudio.

¢ Qué se te pedira que hagas?

No se te pedira nada mas que confirmar tu intencion de participar y en algunos casos en
los resultados de la investigacion lo indiquen se te pedira posteriormente presentarte para
una exploracion fisica.

¢ Quién sufragara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion tendran un costo
para ti o tu familia.

¢ Qué beneficio puedo esperar?

El estudio permitira establecer tu diagndstico de manera mas confiable, darte un mejor
manejo y brindarte a ti a tu familia un asesoramiento genético mas certero. La informacion
obtenida durante el proyecto de investigacién permitira conocer mejor la frecuencia del
sindrome de Van der Woude de causa genética y poder distinguirlo de los casos labio
paladar hendido no sindromatico ya que son enfermedades que pueden parecerse.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?
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Puedes comunicarse con los investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez
Aragén y Dra. Bernardette Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de
la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306.
Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Me puedo negar a participar en este estudio y se me puede pedir que abandone el
estudio?

Tu participacion es total y absolutamente voluntaria, puedes abandonar el estudio y retirar
el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de
repercusion en tu atencion en cualquier servicio de la Institucion.

¢Quiénes van a tener informacion de mis datos?

Tus datos personales en el estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad y no seran
compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares,
etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. La informacioén necesaria para el
analisis de los resultados puede ser evaluada y revisada unicamente por los médicos e
investigadores del presente proyecto. Sélo los investigadores responsables del proyecto
tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

¢Qué se va a hacer con mis muestras biolégicas (extraccion de DNA)?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya tu nombre y datos clinicos en su
contenedor, la muestra no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa y por escrito. Esta
muestra solo podra ser empleada para futuros estudios de investigacion encaminados al
estudio de Sindrome de Van der Woude y del labio paladar hendido no sindromatico, si
usted asi lo autoriza tras ser re-contactado por los investigadores del INP, y de igual forma
se mantendra la confidencialidad de la informacién derivada de dichos estudios. La muestra
de DNA sera preservada por 10 afios y en caso de no ser requerida para estudios futuros
sera destruida.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, en cualquier momento los investigadores responsables del estudio podran darte la
informacion que solicites.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He
leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este
estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que mi participacién no
conlleva ningun tipo de compensacion econdmica. Finalmente, se me ha informado que si
deseo no participar no se vera afectada la atencion médica que me sea brindada dentro de
la Institucion y, que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de
investigacion tendran un costo para mi.

Atentamente

Nombre del paciente Fecha y Firma
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Madre o tutor Firma Fecha

Padre o tutor Firma Fecha
Nombre del testigo Fecha y Firma
Nombre del testigo Fecha y Firma

Obtuvo el asentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este asentimiento

Nombre y firma Fecha

Investigadores responsables: Dr. José Antonio Velazquez Aragon y Dra. Bernardette
Estandia Ortega. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion
del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica.
Tel 10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

Nota: En caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre o de
requerir futuros estudios se le recontactara por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle una nueva toma de muestra o en caso de que se realicen
nuevas investigaciones con relacion al Labio Paladar Hendido Aislado o al Sindrome
de Van der Woude se le recontactara para invitarlo a participar y en caso de aceptar,
firme una nueva carta de consentimiento informado
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