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RESUMEN

La fisura labiopalatina no sindrémica (LL/PH) constituye una malformacién congénita que
presenta las caracteristicas de una patologia multifactorial; varios genes candidatos se han
estudiado con el fin de describir la predisposicidon genética de esta malformacion. Se consider6 de
especial interés a los genes NATS que codifican para las N-acetiltransferasas, enzimas responsables
de la biotransformacion de arilaminas, farmacos de hidrazina, y de un gran ndmero de toxinas y
carcindgenos presentes en la dieta, humo de cigarro y medio ambiente. Lo expuesto anteriormente
ha despertado la sospecha de un posible rol de NAT2 en la manifestacion de LL/PH en el recién
nacido expuesto. En primer lugar, se evaluo el desequilibrio de ligamiento de los alelos del gen
NAT2 que determinan fenotipo acetilador lento en 97 trios completos (caso-padres-madres) y en
174 incompletos (caso-padre/madre) de maternidades del ECLAMC, Argentina. Se analizaron las
variantes * 4, * 5, * 6 y * 7 por PCR-RFLP. A partir del método TDT se evidencié asociacion
positiva entre el alelo * 5y LL/PH (OR = 1,61; p = 0,031). Con el modelo de regresion lineal que
mide los efectos maternos y del caso, se observé un riesgo mayor para los genotipos 55 de los
casos (OR = 2,24; p = 0,050), sin influencia del genotipo materno. Estos hallazgos demuestran que
el alelo * 5 es significativamente mayor en los casos con la anomalia congénita LL/PH. En segundo
lugar, debido a la heterogeneidad de la contribucion genética en las poblaciones argentinas
actuales, analizamos la ancestralidad. En los linajes mitocondriales, se observo una frecuencia del
88% de haplogrupos nativos americanos, mientras que para el cromosoma Y, los haplogrupos
nativos mostraron una frecuencia de 22%, variando notablemente de un centro asistencial a otro.
Estos resultados sugieren una fuerte contribucién nativa para la linea materna pero no para la
paterna en las poblaciones urbanas actuales, indicando de esta forma concordancia con los registros
histdricos sobre mestizajes en Centro y Sudamérica, que involucré mayormente a mujeres

americanas y hombres extranjeros.



ABSTRACT

Non-syndromic cleft lip (LL/PH) is a congenital malformation that shows the characteristics of a
multifactorial pathology; aiming to describe its genetical predisposition, several candidate genes
have been studied. NATs genes were considered with special interest since these codify for N-
acetiltransferases, the enzymes responsible for the biotransformation of arilamines, hydrazine drugs
and a great number of toxins and carcinogens present in the diet, cigarette smoke and environment.
For this, there have been suspicions about the possible role of NAT2 in the LL/PH manifestation on
the exposed newborn. Firstly, we evaluated the linkage disequilibrium of the alleles of NAT2 that
determine the slow acetylator phenotype in trios, 97 full (case-mother-father) and in 174
incomplete (case-mother/father) of ECLAMC maternities in Argentina. We analized the *4, *5, *5
and *7 variants by PCR-RFLP. By TDT we found a positive association between the allele *5 and
LL/PH (OR = 1.61, p = 0.031).With the lineal regression model that measures the maternal and
case effects, we found a higher risk for the 55 genotypes of the cases (OR = 2.24, p = 0.050),
without the influence of the maternal genotype. These findings show that the *5 allele is
significantly higher in the cases with the congenital anomaly LL/PH. Secondly, due to the
heterogeneity of the genetical contribution in contemporary Argentinean populations, we studied
ancestry. In the mitochondrial lineages we found a high frequency of Native American haplogroups
(88%), while for the Y-chromosome the Native American haplogroups had a frequency of 22%,
varying considerably between centers. These findings suggest a strong Native American
contribution in the maternal line but not in the paternal of urban contemporary populations, thus
matching the historical records of admixture in Central and South America, where it was mostly

between Native American women and foreign men.



INTRODUCCION

“What we know is a drop; what we don’t know is an ocean”.

Isaac Newton

En el presente trabajo se evalta si polimorfismos del gen NAT2 estan asociados' con una

malformacidn congénita particular: labio leporino con o sin paladar hendido (LL/PH).

1. FISURAS ORALES

1.1 CLASIFICACION Y DESCRIPCION DE LAS FISURAS ORALES
Labio leporino con o sin paladar hendido (LL/PH) es parte de las llamadas fisuras orofaciales (FO),
las cuales son hendiduras que involucran estructuras de la cara o de la boca. Estos defectos son
consecuencia de la falta de union de los procesos que forman la cara y el paladar, durante la cuarta
y quinta semana del desarrollo embrionario. Dependiendo de los procesos involucrados que por
alguna causa no se fusionaron, se generan diferentes hendiduras faciales (facial oblicua, labio
hendido lateral unilateral, labio hendido lateral bilateral, labio hendido medial, labio hendido
inferior) con o sin hendiduras palatinas (hendidura medial, hendidura lateral y hendidura del
paladar completo). Ver Figura 1.

Las FO son un grupo heterogéneo de anomalias muy similares estructuralmente, pero de
origen aparentemente diferente (Tolarova y Cervenka, 1998). Este grupo comprende las fisuras
orofaciales “tipicas” (labio leporino, LL; labio leporino con paladar hendido, LL/PH y fisura s6lo
de paladar, PH) y las fisuras “atipicas” (fisura medial, transversa, oblicua, y otros tipos de fisuras
de Tessier?). Tanto las fisuras “tipicas” como las “atipicas” pueden presentarse en forma aislada,
como parte de una secuencia primaria de defectos congénitos o junto a mdaltiples anomalias

patogénicamente relacionadas (sindrome) (Tolarova y Cervenka, 1998).

1.2 DESCRIPCION Y EPIDEMIOLOGIA DE LABIO LEPORINO CON O SIN PALADAR HENDIDO
(LL/PH)

Las formas no sindrémicas de labio leporino representan el 70% de las hendiduras orofaciales

(Milerad y col., 1997). Los individuos afectados tienen fisura del labio o fisura del labio y paladar.

La fisura nunca es facial oblicua ni se desarrolla en la linea media de la cara. La presencia de esta

Gltima, es indicativa de otro desorden subyacente, como por ejemplo holoprosencefalia.

! Asociacion. Ocurrencia simultanea de una enfermedad o fenotipo y la presencia de un alelo en una
frecuencia estadisticamente significativa.

2 Paul Tessier. Médico cirujano quien describié y clasifico en forma completa las deformidades
embriogénitas faciales en los tejidos blandos y dseos.
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En LL/PH las fisuras unilaterales son mas comunes que aquellas bilaterales. En las
primeras la prevalencia en la parte izquierda de la cara es mayor que en la region derecha. La
relacion entre lado izquierdo, lado derecho y bilateral es 6:3:1 (Lettieri, 1993). Anatdbmicamente la
fisura labial puede ser completa o incompleta. Completa cuando abarca el labio y se extiende hasta
la nariz. Incompleta es cuando la fisura no supera los limites del labio. Habitualmente LP y PH
ocurren conjuntamente. En la mayoria de los casos de LL/PH la fisura ocurre tanto en el paladar
primario como en el secundario.

Figura 1. Tipos de fisuras orofaciales.
|. Hendiduras faciales. A: hendidura facial oblicua, B: labio hendido lateral, C: labio hendido medial, D: labio

hendido inferior.

I1. Hendiduras palatinas. Paladar hendido, A: medial, B: lateral, C: completo.

Yo Y

1.3 FRECUENCIA DE LAS FISURAS ORALES

La prevalencia de las fisuras orofaciales varia de 1/500 a 1/2500, dependiendo del origen
geografico, la ancestria (Bender, 2000; Tolarova y Cervenka, 1998) y de las condiciones
socioecondmicas (Schutte y Murray, 1999). Se registran las mayores frecuencias en poblaciones
asiaticas (12-13 cada 10000 nacimientos para China, 16/10000 en Japdn) y en las poblaciones
amerindias descendientes de las asiaticas (amerindios de América del Norte y del Sur). En
Sudamérica, 10 nifios de cada 10000 nacidos vivos poseen alguna de estas afecciones
(www.eclamcnet.net). En las poblaciones de origen europeo (Europa y americanos descendientes
de europeos) la frecuencia es intermedia, registrandose las méas bajas (3 de cada 10000
nacimientos) en afro-descendientes (Bender, 2000; Croen y col., 1998; Lépez-Camelo y Orioli,
1996; Schutte y Murray, 1999; Tolarova y Cervenka, 1998).
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1.4 DESARROLLO OROFACIAL

“..find out the cause of this effect, or rather say, the cause of this defect, for this effect defective
comes by causes”.

Shakespeare, Hamlet, act 11, scene Il

El paladar primario es la piedra fundamental del labio superior y de la porcion anterior del paladar.
Su correcta embriogénesis es fundamental para el desarrollo normal de la cara y su malformacién

conlleva profundas consecuencias clinicas y sociales.

El desarrollo orofacial comienza con la aparicion de la placa precordal en el disco
embrionario a los catorce dias posteriores a la concepcion (Sperber, 2001). Esta placa define el
lugar donde se va a ubicar la futura boca o estomodeo, la cual se vuelve una depresion debido a la
disposicion de 5 primordios. El de posicién media se denominada frontonasal y los pares bilaterales
maxilar y mandibular (Ferguson y col., 2000). Estos 5 primordios son el resultado de la migracién
y proliferacion mitética del ectomesénquima, derivado de las crestas neurales y originado de la

region caudal del mesencéfalo y romboencéfalo del futuro cerebro (Rossel y Capecchi, 1999).

La formacién del labio superior involucra una extraordinaria combinacion de elementos de
las prominencias frontonasal y maxilar, estas Gltimas componentes del primer arco faringeo,
denominado mandibular. En ambos éangulos infero-laterales de la prominencia frontonasal
comienzan a aparecer las placodas olfatorias. Estas Ultimas resultan posteriormente invaginadas
debido a la elevacion de la prominencia frontonasal en crestas que determinaran las prominencias
nasales laterales y mediales de ambos lados. Las placodas nasales olfatorias, asi invaginadas,

formaran las fosas nasales que seran las precursoras de las narinas anteriores.

Posteriormente, las prominencias nasales mediales bilaterales formaran el tubérculo y
proporcionaran la plataforma para el futuro paladar primario (Dierwert y Shiota, 1990). Asi, el
labio superior se completa por la fusion de las proyecciones nasales mediales con las prominencias
maxilares laterales, requiriendo para ello un tiempo critico de correlacion de crecimiento, ubicacién
espacial y desintegracion de la superficie de contacto (Dierwert y Wang, 1992). La fusion de las
prominencias no sélo permitira la continuidad del labio superior sino también la separacién de los
orificios nasales del estomodeo. ElI componente medio de la prominencia frontonasal formara el
tubérculo y el filtrum del labio superior, la punta de la nariz y el paladar primario. De este Gltimo
surgird la intermaxila (premaxila), dénde se emplazarén los futuros incisivos (Mooney y col., 1992,
1991; Siegel y col., 1991). Finalmente, la osificacion del paladar primario se inicia en la octava
semana en la prominencia nasal media y se extiende hacia la linea de fusion con las prominencias

maxilares.
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La quijada y los labios inferiores se constituyen por la fusion medial de las dos
prominencias mandibulares. La mandibula es la parte de la cara que se forma primero. Esta
caracteristica podria explicar la poca frecuencia de fisuras en el labio inferior en relacion al
superior (Oostron y col., 1996). El retraso en la formacion del labio superior permitiria el accionar
de teratdégenos, aunque indudablemente hay factores genéticos responsables de las discrepancias en

las frecuencias de fisuras en el labio superior versus fisuras en el labio inferior.

El paladar secundario se denomina asi pues se forma después del primario y constituye
tanto el piso de las cavidades nasales como asi también el techo de la boca. Estad conformado por el
paladar duro anterior y el paladar blando posterior. Tres elementos son fundamentales para la
constitucion del definitivo paladar: los dos procesos laterales del maxilar y el paladar primario
derivado de la prominencia frontonasal. Inicialmente, estos tres elementos se encuentran separados

debido al significativo espacio que ocupa la lengua en el canal estomodeal (Kimes y col., 1991).

A las 8 semanas posteriores a la concepcion, se observa una remarcable transformacién de
las placas palatinas. Ambas se elevan desde una posicion vertical hacia una horizontal sobre la
lengua, como un preludio de su encuentro y fusién. Esta transicion de vertical a horizontal se
completa en términos de horas. En relacion con esto ultimo, existe una diferencia en tiempo de
fusion entre géneros (Burdi y Faist, 1967), retrasdndose en los embriones de sexo femenino. Este
retraso podria explicar la mayor incidencia de fisura del paladar en ellas. La fusion de las placas
palatinas comienza en su parte media y continua anterior y posteriormente formando una unién
epitelial que finalmente se desintegra. Por ultimo, la parte anterior de las placas se fusionan con el
paladar primario y a su vez, el tabique nasal crece hacia abajo y se une con la parte cefalica del

paladar.

1.5 ETIOLOGIA, GENES VERSUS AMBIENTE
“An surely we are all out of the computation of our age, and every man is some months elder than he
bethinks him; for we live, move, have a being and are subject to the actions of the elements, and the
malice of diseases, in that other world, the truest Microcosm, the Womb of our mother”.

Sir Thomas Brownne, Religio Medici, 1642

Entre las probables causas que generan fisuras orales se encuentran, al igual que en las demas
enfermedades multifactoriales, factores genéticos (genes candidatos), factores ambientales o una
combinacion de ambos (van Rooij y col., 2003). Aunque los factores genéticos son los mayores
contribuyentes a la etiologia de LL/PH, el ambiente también participa en esta anomalia. Esto ya fue
sefialado por Warkany y Schraffenberger (1946) quienes observaron una alta incidencia de
malformaciones congénitas, incluyendo paladar hendido, en ratones privados de riboflavina. Una

gran cantidad de estudios de factores ambientales y LL/PH han sido llevados a cabo, y a la fecha,

-6-
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ningln factor de riesgo® ha demostrado una asociacion contundente. Sin embargo, el consumo
materno de alcohol, tabaco y antiepilépticos aumentan s6lo débilmente el riesgo de tener un recién
nacido con LL/PH y otras malformaciones (Artama y col., 2005; Shaw y Lammer, 1999).
Resultados ambiguos o asociaciones igualmente débiles han sido probadas para acido félico y otros
nutrientes, enfermedades maternas, stress durante el embarazo, exposiciones a quimicos y el uso de

corticosteroides (Hayes, 2002).

La evidencia de que factores genéticos juegan un rol fundamental en la etiologia de LL/PH
proviene de observaciones epidemioldgicas. En un estudio de cohorte, aproximadamente el 20%
pacientes con LL/PH tenian familiares afectados y se observo ademas, que la prevalencia estaba
aumentada en parientes de segundo y tercer grado (Christensen y Mitchell, 1996). Mas aun, los
valores de concordancia en gemelos monocigéticos (60%) son considerablemente mas altos que el
valor calculado entre gemelos dicigéticos y mellizos (5-10%) (Christensen y Fogh-Andersen, 1993;
Christensen y Mitchell, 1996; Farrall y Holder, 1992).

1.6 BUSQUEDA E IDENTIFICACION DE GENES CANDIDATOS
Una variedad de estudios genéticos han sido llevados a cabo a fin de identificar genes candidatos y
loci responsables de las fisuras orales (Lidral y Murray, 2004). En la tabla 1 pueden verse algunos
genes propuestos como gen principal responsable de LL/PH, y algunas evidencias de su
plausibilidad bioldgica (expresion génica) y de estudios de ligamiento y asociacion en humanos.

Tabla 1. Algunos genes candidatos propuestos como responsables de LL/PH.

Gen Locus Evidencias en Fenotipo de Estudios de Estud_los_ Fie
Humano/raton modelos animales transgénicos Ligamiento Asociacion
(LD/TDT)
MTHFR/ SKI 1p36/4 KO LH, PH + ++/ -
TGFA 2p13 PB - ++/-
MSX1 4p16/5 PB /KO PH, AD + ++/-
TGFB3 14924 /12 PB /KO PH, AD - ++/ -
GABRB3 15q11/7 KO PH - +
Cif1 17q/11 ME LH SD SD
CIf2 5q69q/13 ME LH SD SD

KO: knockout; PB: Plausibilidad biolégica; ME: Mutacién espontanea; LH: Labio hendido; PH: Paladar hendido; AD:
Anomalias dentales; (+): un estudio de evidencia positiva; (-): un estudio de evidencia negativa; (++): mas de un estudio
de evidencia positiva; SD: sin datos (Modificado de Murray, 2002).

¥ Factor de riesgo. Es una variable cuya presencia en un individuo indica que el mismo tiene mayor
probabilidad de padecer un evento (Castiglia,1998).
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La naturaleza de la contribucion genética a la etiologia de LL/PH no ha sido dilucidada.
Los genes candidatos y factores ambientales estudiados a la fecha explican sélo el 25% de los casos
de LL/PH (Vieira, 2008).

2. POLIMORFISMOS EN EL ADN
Las mutaciones se definen como variaciones en una secuencia dada de ADN de un individuo, tales
como sustituciones, deleciones e inserciones de nucle6tidos. Por definicion, una mutacion puede
considerarse un polimorfismo cuando su frecuencia en una poblacion es mayor al 1% (Knudsen y
col., 2001). Una mutacion localizada dentro de la regién codificante de un gen metabolizante,
puede generar cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina resultante y producir
alteraciones en su actividad enzimatica. Esto explicaria en parte, el por qué algunos individuos
presentan mayor susceptibilidad hacia ciertas sustancias téxicas mientras que otros parecen verse
afectados en menor medida (Agudo y col., 2006). Distintos individuos pueden experimentar efectos
terapéuticos diferentes a la misma dosis de un medicamento debido a la distinta capacidad de
inactivar las moléculas del farmaco. Por el contrario, pueden necesitarse dosis mayores para
observar la respuesta terapéutica esperada en individuos capaces de eliminar rapidamente estos
farmacos. De modo similar, algunos individuos pueden experimentar efectos colaterales

dependiendo de su capacidad de metabolizar algunos agentes terapéuticos (Millar, 2001).

2.1 METABOLISMO DE XENOBIOTICOS
Un xenobidtico puede definirse como una sustancia dafiina para el organismo de origen tanto
enddgeno como exdgeno y de naturaleza hidrofobica. Existe un gran nimero de enzimas
involucradas en la detoxificacion de xenobidticos (Kiyohara y col., 2002) y su expresion génica es
inducida en respuesta a la presencia de estos compuestos. Sin embargo, los productos mas solubles
de algunos xenobi6ticos son carcindgenos aun mas potentes que sus formas menos solubles. Por lo
tanto, un cambio a nivel genético que afecte la actividad o expresién de un gen o proteina que
participe en el metabolismo de estas sustancias, puede incrementar el riesgo de padecer
enfermedades. EI metabolismo de xenobi6ticos puede dividirse en reacciones de fase | y reacciones

de fase Il.

2.1.1 REACCIONES DE FASE |
Las reacciones principales de esta fase son de oxidacion, reduccion e hidrélisis siendo la mas
comun la de oxidacion, la cual es mediada por un sistema enziméatico que contiene citocromo P450
(Gonzalez y Kimura, 2001). Esta reaccion de fase | convierte a los xenobi6ticos en sustancias
electrdfilas activas que pueden interactuar con moléculas como ADN, ARN y proteinas (Shibamoto
y Bjeldanes, 1996).
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2.1.2 REACCIONES DE FASE Il

En esta fase diversas reacciones de conjugacion afiaden una molécula organica al xenobi6tico, ya
sea en su forma original u oxidada proveniente de la fase I. Esto reduce sus efectos tdxicos
convirtiéndolo en una sustancia méas soluble (Dunning y col., 1999). Dentro de las reacciones que
intervienen en la fase Il, la acetilacion es la conjugacion con é&cido acético catalizada por las
acetiltransferasas. Entre los factores que afectan la actividad de las enzimas, podemos contar con
uno de los mas importantes: el nivel de variacion genética en las poblaciones (Smith y Reynard,
1993).

2.2 POLIMORFISMO DE ACETILACION
La clasificacion de los humanos como acetiladores rapidos o lentos se basa en las diferencias
hereditarias de las velocidades de N-acetilacion de agentes terapéuticos y carcindgenos (Krajinovic
y col., 2000); un ejemplo clésico seria la reaccion de eliminacién de la isoniazida, un farmaco
utilizado en el tratamiento contra la tuberculosis, cuyo tiempo de vida media en el organismo para
acetiladores rapidos es de aproximadamente 70 minutos, mientras que para los acetiladores lentos
es de més de 3 horas (Smith y Reynard, 1993). Esta heterogeneidad en la actividad de las enzimas
N-acetiltransferasas (NAT) se denomina polimorfismo de acetilacién, el cual es una de las

variaciones hereditarias mas comunes que afectan el metabolismo de xenobidticos.

2.2.1 N-ACETILTRANSFERASAS
Las N-acetiltransferasas (NAT), identificadas por el Nomenclature Comitte (IUPAC) con el codigo
EC 2.3.1.5, son enzimas citosélicas dependientes de la acetilcoenzima A (AcCoA) que participan
en la fase Il del metabolismo de xenobiéticos. El ser humano expresa dos formas de N-
acetiltransferasa: NAT1 y NAT2, ambas participan en la detoxificacion y/o activacién de
arilamidas encontradas en el medio ambiente, algunos componentes carcin6genos del humo del
tabaco y algunas aminas aromaticas producidas durante la coccion de carnes (Gooderham y col.,
2001). Se sabe ademas que la accidn de las enzimas NAT sobre estos puede producir también iones

electrofilicos capaces de inducir mutaciones en el ADN (Hein y col., 2000).

Ambas enzimas son productos de dos genes que presentan un alto nivel de homologia
(87%) a nivel del ADN localizados en el brazo corto del cromosoma 8, en los sitios 8p21.3 (NAT1)
y 8p23.1 (NAT2), con una regidén codificante sin intrones de 870 pb que genera sendas proteinas de
290 aminoacidos (Ohsako y Deguchi, 1990).

2.2.2 NAT2
La N-acetiltransferasa 2 (NATZ2), se expresa, a diferencia de NAT1, principalmente en el higado.
Es responsable del metabolismo de varias arilamidas cancerigenas, incluidas, la $-naftilamina, el 4-
aminobifenil, y la bioactivacion de sustancias mutagénicas presentes en los alimentos, como la 2-

amino-3-metilimidazo [4,5-f] quinolina (Brans y col., 2004).
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Esta enzima es considerada polimorfica en humanos y la presencia de una variedad de
alelos defectuosos del gen NAT2 produce un rango de fenotipos que van de los acetiladores rapidos
a lentos. Esto provoca diferencias en la velocidad del metabolismo de arilamidas dependiendo del
genotipo del individuo. La proporcion de los fenotipos de acetiladores rapidos y lentos varia de un
grupo étnico a otro (Brans y col., 2004).

Una gran cantidad de polimorfismos se han descrito para el gen NAT2
(http:/Nouisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html). Se ha reportado ademds, que los
genotipos acetiladores rapidos pueden incrementar el riesgo a padecer cancer de colon (Turesky y
col., 1991), hepatocelular y colorectal (Gil y Lechner, 1998) cuando los individuos que los

presentan se exponen a arilamidas ambientales.

NAT2*4 es considerado como el alelo de tipo silvestre y todas las investigaciones
publicadas hasta la fecha concuerdan en que las personas que presentan el fenotipo acetilador
rapido portan genotipicamente al menos un alelo de este tipo para NAT2 (Gu y col., 2005;
Torkaman y col., 2007); por su parte, las personas que presentan el genotipo acetilador lento
presentan en homocigosis las mutaciones C481T, G590A y G857A, las cuales caracterizan los
haplotipos’ NAT2*5, NAT2*6 y NAT2*7 respectivamente.

3. ANCESTRALIDAD
El ancestria es la variable demogréfica que con mayor consistencia ha sido asociada con la
prevalencia de LL/PH (Vanderas, 1987; Wyszynski y col., 1996). Palomino y col., (1997),
analizando las bases del ECLAMC, indicaron una mayor prevalencia de LL/PH en los paises
andinos (Colombia, Ecuador, Per, Bolivia y Chile), que en los paises atlanticos de Sudamérica y
ha demostrado un gradiente de frecuencia de LH/P de este a oeste en el continente, que se relaciona
con un gradiente de mezcla amerindia en el mismo sentido. A partir de estos datos se ha sugerido
gue la susceptibilidad a las fisuras en América del Sur estaria relacionada a un componente

genético amerindio (Lopez-Camelo y Orioli, 1996; Vieira y col., 2002).

Debido a esta heterogeneidad de la contribucion genética en nuestras poblaciones actuales,
es de importancia analizar la ancestralidad. Los marcadores moleculares uniparentales revisten
caracteristicas Unicas y han permitido, con una alta sensibilidad, caracterizar poblaciones (Bailliet y
col., 1994; Bianchi y col., 1997).

Dado que el ADN mitocondrial (ADNmt) no recombina, los Unicos cambios que han
podido darse en su composicion de bases se deben exclusivamente a la ocurrencia de mutaciones a

lo largo de generaciones que permitieron la construccién de una filogenia absoluta del ADNmt

* Haplotipo. Combinacién de los posibles estados alélicos de distintos marcadores polimérficos en una
misma molécula de ADN (Jobling y col., 2004).
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humano. Estas variaciones acumulativas en la secuencia, pueden ser mutaciones puntuales
(polimorfismos de nucle6tido simple, o PNS), las mas frecuentes, o de varias bases (eventos de
insercion-delecion o indels). A partir de la determinacion de mutaciones haplogrupo®-especificas es
posible realizar estudios sobre migraciones y asignar la procedencia continental de un linaje
materno en particular. En nuestro continente se pueden distinguir trece linajes fundadores, los
mismos pertenecen a los haplogrupos A, B, C, Dy X que se encuentran tanto en Asia como en
América. (Achilli y col., 2008; Kashani y col., 2012; Kemp y col., 2007; Kumar y col., 2011; Malhi
y col., 2010; Perego y col., 2009; Perego y col., 2010; Tamm y col., 2007). Teniendo en cuenta los
movimientos migratorios de Argentina y que el haplogrupo X esta ausente en América del Sur, en
este trabajo de tesis doctoral consideraremos a los haplogrupos A, B, C y D como indicadores de

un origen nativo americano.

Por su parte, el cromosoma Y, mas precisamente la region Y especifica del cromosoma Y
s una region de ligamiento completo que se transmite en blogue, de una generacién a la siguiente,
es decir que carecen de recombinacion y, por lo tanto, acumulan mutaciones que permitieron la
construccién de un arbol filogenético de alta resolucién y maxima parsimonia, relacionando 311
haplogrupos, basados en un total de 600 marcadores (Karafet y col., 2008). La variante genética
(M3 o DYS199*T) que define al subhaplogrupo Qla3a esta presente en el 90% de los varones
amerindios, lo cual lo convierte en un marcador Util para el diagnéstico de origen amerindio
(Bianchi y col., 1997; Underhill y col., 1996). El subhaplogrupo Q1a3a pertenece al haplogrupo Q,
gue esté definido por la mutacion M242, todos los linajes Qla3a presentan M242. Pero, no todos
los linajes Q tienen M3. En base a su distribuciéon euroasiatica y su posicion en el arbol
filogenético, se sostiene que su aparicion ocurrid antes de la primera migracion hacia América,
constituyendo un haplogrupo fundador (Seielstad y col., 2003). Las diferentes frecuencias
observadas para este marcador entre Norteamérica y Sudamérica, podrian indicar un proceso de
ocupacion con mas de una migracion desde Asia y con un impacto diferente entre el norte y el sur
(Bortolini y col, 2003; Bailliet y col, 2009).

® Haplogrupo. Conjunto de haplotipos para los que puede suponerse un origen coman.
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4. PROPOSITO DEL TRABAJO

“A new idea is delicate. It can be killed by a sneer or a yawn;
it can be stabbed to death by a quip and worried to death
by a frown on the right man's brow".

Charles D. Brower

La fisura labiopalatina no sindromica constituye una malformacion congénita que presenta las
caracteristicas de una patologia multifactorial. Estudios epidemioldgicos y de analisis
segregacional complejo han determinado fehacientemente la importancia que tienen los factores
genéticos en su etiologia, aunque también se han descrito influencias de tipo ambiental (Murray,
1995; Wyszynski y Beaty, 1996). En consecuencia, los intentos para localizar loci en el genoma
humano han dado origen a una considerable cantidad de informacién, pero con resultados
discordantes (Murray, 1995). La gran mayoria de los estudios de asociacion y ligamiento han sido
llevados a cabo en poblaciones de origen europeo (Ardinger y col., 1989; Beiraghi y col., 1994) y
recientemente un nimero menor en poblaciones de diferente origen étnico (Gaspar y col., 2002;
Lidral y col., 1997). Hasta ahora, a ningun locus se le ha podido atribuir un rol preponderante en el
desarrollo de LL/PH. El propésito del presente trabajo es contribuir a la blusqueda de componentes
genéticos que podrian estar vinculados con la presencia de LL/PH. Como hemos descrito, la
acetilacion es la mejor ruta de biotransformacion para arilaminas y farmacos de hidrazina, asi como
para un gran nimero de toxinas y carcindgenos presentes en la dieta, humo de cigarro y medio
ambiente. Lo expuesto anteriormente ha despertado la sospecha de un posible rol de NAT2 en la
manifestacion de LL/PH en el recién nacido expuesto. De este modo, nuestra hipétesis de trabajo es
que los alelos que determinan fenotipo acetilador lento estan asociados con la ocurrencia de
LL/PH.
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“Pones tu pie en el camino y si no cuidas tus pasos,
nunca sabes a donde te pueden llevar”.
J. R. R. Tolkien, El Sefior de los Anillos

El objetivo de este trabajo de tesis doctoral es contribuir al conocimiento de los factores genéticos
gue estarian operando en la etiologia compleja de la malformacion labio leporino con o sin paladar

hendido. Para alcanzar el objetivo principal se desarrollaran los siguientes objetivos especificos:

¢+ Evaluar la relacion entre los genotipos del gen NAT2 que determinan fenotipo acetilador
lento y el riesgo de aparicion de fisuras orales. Se utilizard un disefio de base familiar, de
trios de caso-progenitores (TCP) como un método adecuado para evaluar asociaciones

genotipo-enfermedad y minimizar el efecto de la estructuracion étnica de la muestra.

¢ Analizar la ancestralidad amerindia a través de marcadores del ADN mitocondrial y del
cromosoma Y. A partir de estos Gltimos, es posible, en una poblacion con mezcla génica
como sucede en Argentina, identificar linajes maternos o paternos americanos, y conocer el

porcentaje y aporte diferencial en relacidn a los componentes no americanos.
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“La mejor estructura no garantizara los resultados ni el rendimiento.
Pero la estructura equivocada, es una garantia de fracaso”.

Peter Drucker

Para la realizacion de este trabajo hemos utilizado la base de datos y el banco de sangre del Estudio
Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC) (Castilla y Orioli,
1983). EI ECLAMC es un programa de investigacion clinica y epidemioldgica de las anomalias del

desarrollo que opera con nacimientos hospitalarios en paises latinoamericanos.

Se inicid en el mes julio de 1967 y fue programado como investigacion de los factores de
riesgo en la causalidad de las malformaciones, con metodologia caso—control. En la actualidad, su
principal funcion es la vigilancia epidemioldgica o monitorizacion de las malformaciones. Dado
que mas de la mitad de las malformaciones tienen una causa desconocida, su principal objetivo es

la prevencion por la investigacion cientifica.

La red del ECLAMC esta compuesta de aproximadamente 100 hospitales distribuidos en
42 ciudades de 9 paises sudamericanos. Todos los recién nacidos son diariamente examinados de
acuerdo a idénticas definiciones operativas y los malformados diagnosticados son registrados y
descriptos de acuerdo a un protocolo Gnico: la ficha del malformado y del control (ver Apéndice,
ficha del caso y del control). El control, es el recién nacido vivo no malformado y de igual sexo del
malformado, que haya nacido en el hospital inmediatamente después del caso. En la coordinacion
del ECLAMC, localizada en Rio de Janeiro y en Buenos Aires, un equipo de investigadores, recibe,

cataloga, convalida, acusa, repara, archiva, tabula y analiza la informacién mensualmente.

En los dltimos 45 afios, méas de 4 millones de nacimientos han sido sistematicamente
examinados por la red ECLAMC que cuenta con una base de datos con mas de 80000 malformados
registrados, constituyendo un material apto para el estudio de los factores genéticos y ambientales
que interactian en la compleja causalidad de las malformaciones. Desde 1994, el ECLAMC es
reconocido por la Organizacién Mundial de la Salud como Centro Colaborador para la Prevencion

de las Malformaciones Congénitas.
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1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA UTILIZADA
Son considerados casos todos los nacimientos vivos 0 muertos que presentan LL/PH, ocurridos en
12 maternidades argentinas participantes del ECLAMC (ver Tabla 2 y Figura 2).
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Figura 2. Maternidades argentinas del ECLAMC.

Los nacimientos estan constituidos por los recién nacidos vivos de cualquier peso y los muertos de
500 gramos 0 méas. La muestra estad conformada por un total de 97 trios completos (caso, padre y
madre) y 77 incompletos (caso, padre; caso, madre). Todos incluyen al probando y no tienen
relacion de parentesco entre si. El periodo de ocurrencia de los casos fue desde el afio 2003 hasta el
2006 inclusive. Todas las familias seleccionadas presentan labio leporino con o sin paladar hendido
como Unica anomalia. Los criterios de exclusion fueron casos sindromicos, nacidos muertos y

casos sindromicos y no sindrémicos con paladar hendido solo.
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Tabla 2. Trios completos e incompletos de las maternidades del ECLAMC.

Hospital Regién Ciudad Trios Trios incompletos Trios completos
318 Metropolitana Buenos Aires 36 11 25
322 Metropolitana Buenos Aires 3 3 0
325 Metropolitana  Lomas de Zamora 2 1 1
332 Metropolitana Lanus Este 3 2 1
413 Pampa Rosario 16 4 12
416 Pampa La Plata 4 1 3
418 Patagonia Bahia Blanca 9 5 4
614 Cuyo San Luis 5 4 1
803 Nordeste S.M de Tucuman 37 14 23
906 Patagonia Esquel 5 3 2
907 Patagonia El Bolson 33 18 15
909 Patagonia Bariloche 21 11 10

Total 174 77 97

2. ANALISIS MOLECULAR
Se extrajeron 10 ml de sangre periférica a cada caso y a sus respectivos padres y se llevé a cabo la
purificacion del ADN gendmico mediante el método comercial QiaAMP ADN blood midi kit de
Quiagen (http://www.giagen.com/system/404.aspx). Todos los métodos empleados en este trabajo
de tesis doctoral estan contemplados en los protocolos aprobados por el Comité Etica del CEMIC.

Todas las muestras cuentan con los respectivos consentimientos informados (ver Anexo).

2.1 DETERMINACION DE POLIMORFISMOS DE NAT2: PCR-RFLP
La identificacion de las variantes alélicas se realiz6 mediante analisis de restriccion a partir de un
fragmento de 578 pb (Figura 3). La amplificacion de este ultimo se llevo a cabo en reacciones de
20 pl, constando de 0,3 U de la enzima Taq Platinum Polymerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,,
200 uM de desoxinucleoétidos trifosfato (ANTPs), 0,25 uM de cada cebador, buffer estabilizante

(Invitrogen), agua desionizada y ~30 ng de ADN gendmico.

Figura 3. Verificacion de la amplificacion.

El tamafio de la banda es de 578 pb.

Los cebadores utilizados fueron:

NAT-2 forward 5 - GAGAGGATATCTGATAGCAC - 3
NAT-2 reverse 5'- GGAAGCTCCTCC CAGATGTG - 3°
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Cada mezcla fue sometida a 30 ciclos de desnaturalizacion, reasociacion y extension a 94°C, 58°C
y 72°C, respectivamente. Cada etapa del ciclado tuvo una duracion de un minuto y se agregd un
periodo de extension final de 5 minutos a 72°C.

Fueron digeridos 4 pl del amplicon durante 6 horas en un volumen final de 12 ul con 5U de
la enzima de restriccion apropiada (Kpnl, Taql o BamHI) segln el polimorfismo que se queria
analizar, con el buffer apropiado recomendado por el proveedor (New England Biolabs) durante
5hs a 37°C (excepto 65°C para Taqgl). Ver Tabla 3.

Tabla 3. Determinacion de polimorfismos de NAT2.

Enzima de Sustitucion Alelos Fragmentos obtenidos con la digestion para cada alelo (en pb) ?
Restriccion Identificada ~ NAT2
Alelo salvaje Mutante
Kpn | C481T *5 105/473 578
Taqg | G590A *6 213/170/195 383/195
BamH | G857A *7 481/97 578

% Obsérvese que cada una de las sustituciones causa la pérdida del sitio de reconocimiento para las tres enzimas,
exhibiendo de esta manera la presencia de la mutacion y causando de este modo la variacion en el tamafio del/los

fragmentos. La ausencia de sustitucién nos permite, en todos los casos, identificar el alelo salvaje 0 NAT-2*4.

Para la verificacion de las amplificaciones 4 p 1 de cada amplicon fueron mezclados con 1ul de
solucion de carga (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de cianol de xileno, 40% p/v sacarosa en
agua) y sembrados en geles de agarosa al 2%. Los geles fueron sometidos a un campo eléctrico de
100 V sumergidos en solucion TBE (90 mM Tris-borato, 2mM EDTA) con agregado de bromuro
de etidio (0,5 ug/mL). Como marcadores de peso molecular se sembraron 500 ng de una escalera
de 100 pb (Promega). Los fragmentos fueron visualizados en un transiluminador bajo radiacién
ultravioleta y documentados fotograficamente. Las reacciones de digestién fueron corridas en

condiciones semejantes. Ver Figura 4.

Los genotipos homocigotas para el alelo *4 y sus heterocigotas (44, 45, 46 y 47) fueron
asignados al fenotipo acetilador rapido. Los genoptipos homocigotas y heterocigotas con alelos
mutados (55, 56, 57, 66, 67 y 77) fueron asignados al fenotipo acetilador lento (extraido de:
http://louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT .html).
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BamH | Kpn | Taq |

Figura 4. Digestion del fragmento de PCR con cada una de las enzimas.

2.2 TIPIFICACION DE HAPLOGRUPOS DEL CROMOSOMA Y
Se emplearon 2 marcadores moleculares: M242 (Seielstad y col., 2003) y M3 (Underhill y col.,
1996). Estos polimorfismos solo tienen dos formas alélicas, una ancestral, compartida por los
linajes mas antiguos y otra derivada. Consisten en cambios de una sola base o SNP (del inglés

“Single Nucleotide Polymorphism).

Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en reacciones de 10 pl, constando de 0,25
U de Taq ADN polimerasa Platinum (Invitrogen), 0,25 puM de cada cebador, 200 uM de
desoxinucledtidos trifosfato (ANTP), 1,5 mM de Cloruro de Magnesio, buffer estabilizante 10X
(Invitrogen), agua desionizada y 10-30 nanogramos de ADN gendmico.

Los cebadores utilizados fueron:

M242 forward 5’- TCAGATGGCAAGATTTTTAAGTACA -3
M242 reverse 5°- AAAAACACGTTAAGACCAATGTC -3
M3 forward 5°- TAATCAGTCTCCTCCCAGCA -3’

M3 reverse 5°- TAGGTACCAGCTCTTCCCAATT -3’

El programa de ciclado, comprende un primer paso comdn de desnaturalizacion a 94°C seguido de
dos pasos que varian segun el marcador y se repiten entre 35 (locus M3) a 40 veces (locus M242).
a- Desnaturalizacion a 94°C durante 60 segundos.

b- Hibridacion de 54 °Cdurante 1 minuto para el locus M242 y de 61 °C durante 40
segundos para el locus M3.
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c- Elongacion a 72°C durante 60 segundos.

Cumplidos los ciclos de amplificacién, una Gltima fase comin de 72°C durante cinco minutos
finaliza la elongacién. Para corroborar los resultados del proceso, los productos de amplificacion se

sometieron a electroforesis directa en geles de agarosa. Ver Figuras 5y 6.

Figura 5. Verificacion de la amplificacion del locus M242. El tamafio de la banda

. e e e
' es de 151 pb. La escalera de referencia de 100pb fue sembrada en la primera calle.

200 pp W W
-

100 pb

Figura 6. Verificacion de amplificacion de locus M3. El tamafio de la banda es
de 201 pb. La escalera de referencia de 100pb fue sembrada en la primera calle.

Los SNP se analizaron mediante digestiones con endonucleasas de restriccion (ver Tabla 4). Estas
reacciones se llevaron a cabo en volumenes de 10 pl, conteniendo entre 2-3 pl de producto de
amplificacion, el buffer adecuado para cada enzima, suero bovino, agua desionizada y entre 1-5 U
de enzima de restriccion (New England Biolabs) en un bafio termostatico a 37°C durante toda una

noche.

Tabla 4. Polimorfismos que identifican los haplogrupos Q y Qla3a.

Marcadores  Enzimade  Sustitucion Fragmentos obtenidos con la digestion (en pb)
Restriccion Identificada ]
Alelo ancestral Alelo derivado
M242 Hpy 188 111 CIT 24/62/66 62/90
M3 Mfe | CIT 20/181 201

Para la verificacion del proceso de digestion se utilizaron geles de poliacrilamida nativa (38:2,
acrilamida: N, N’-metilen-bisacrilamida) con concentraciones al 10%. La electroforesis se realiz6

en cubas verticales con TBE al 1X como buffer y el voltaje oscila entre 180 y 230 V, en relacion a
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la concentracion de acrilamida. Finalmente, los geles se tifien en solucién de nitrato de plata al
1,6% y se revelan con solucién de hidroxido de sodio 3% mas formaldehido 0,5%. Ver Figuras 7 y
8.

. 4
e e et e Figura 7. Productos de la digestion con la enzima Hpy 188 Ill. La escalera de referencia de

25pb fue sembrada en la primera calle. Las cuatro primeras muestras presentan el alelo

ancestral (C). La quinta muestra presenta el alelo derivado (T).

Figura 8. Productos de la digestion con la enzima Mfel. En la calle 1 se sembro la escalera de
100 pb de referencia. Las muestras sembradas en las calles 3, 4, 5, 8, 9, 10 y 11 presentaron el
estado ancestral (C) mientras que las calles 2 y 6 el estado derivado (T). En la calle 7 se
sembro el control negativo.

2.3 TIPIFICACION DE HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES
América presenta cuatro haplogrupos nativos A-D distribuidos en todo el territorio, en tanto que el

X aparece en muy baja proporcion y esta limitado al norte del continente.

El haplogrupo A estd definido por una mutacion en la posicién 663 que provoca la
ganancia de un sitio de restriccion para el enzima Haelll (abreviada como e) respecto de la SRC.
Se indica como +663e. El haplogrupo B se destaca por la delecion de 9pb en la Regién V del
ADNmt, denominada Del 9 pb. El haplogrupo C es definido por la co-ocurrencia de pérdida de
sitio para el enzima Hincll (0) en la posicion 13259 y ganancia de sitio para Alul (a) en 13262, es
decir, -132590/+13262a, en tanto el haplogrupo D posee una -5176a, 0 sea, pérdida de sitio para
Alul en 5176. Los polimorfismos que definen los haplogrupos (indicados con + o0 —

respectivamente) se detallan en la Tabla 5. Se destacan los cambios respecto de la SRC.

Analizamos 234 muestras para 3 sitios de restriccion y un polimorfismo de longitud que
definen los haplogrupos nativos A-D (Tabla 5). Toda muestra no asignable a los haplogrupos A-D

fue considerada no americana.
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Tabla 5. Combinacion de polimorfismos que definen los haplogrupos A-D, y mutaciones que los originan.

Haplogrupos®

RFLP/Indel® A B C D
663e + - - i

Del 9pb - + - .
-132590/+13262a - - + .
5176a + + + .

!Presencia o ausencia de determinado polimorfismo se indican con + o -, respectivamente; RFLP o indel involucrado en

la definicion de haplogrupos.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en reacciones de 20 ul, constando de 0,3 U de la enzima
Taq Platinum Polymerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de desoxinucle6tidos trifosfato
(dNTPs), 0,25 pM de cada cebador segun el fragmento que se queria amplificar, buffer

estabilizante (Invitrogen), agua desionizada y ~30 ng de ADN genémico (ver Figuras 9y 10).

Figura 9. Los haplogrupos C (399 pb.) y D (343 pb.) se
amplificaron en una misma reaccion de PCR.

Figura 10. Amplificacién del fragmento para Hg.A, de 163 pb.

Los cebadores utilizados fueron:
Haplogrupo A:
Forward -582 5"- TGTAGCTTACCTCCTCAAAGC - 3’

Reverse -7455- TTGATCGTGGTGATTTAGAGG - 3
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Haplogrupo B

Forward -8209 5" - CATCGTCCTAGAATTAATTCC -3

Reverse -8304 5°- CTTTACAGTGGGCTCTAGAGG - 3
Haplogrupo C

Forward - F-13128 5"- CCCCCTAGCAGAAAATAGCC - 3’

Reverse - B-13526 5"- TCGATGATGTGGTCTTTGGA - 3
Haplogrupo D

Forward - F-4983 5"- CAAACCCAGCTACGCAAAAT -3

Reverse -B-5325 5 - TGATGGTGGCTATGATGGTG - 3°

Cada mezcla fue sometida a 35 ciclos de desnaturalizacion, reasociacion y extension a 94°C, 55°C y
72°C, respectivamente. Cada etapa del ciclado tuvo una duracién de un minuto y se agreg6 un periodo de extension

final de 5 minutos a 72°C.

Los 16 ul de los fragmentos amplificados fueron digeridos durante 6 horas en un volumen
final de 30 pl con 5U de enzima de restriccion diferente (Haelll, Alul) segun el cambio que se
queria analizar, con el buffer apropiado recomendado por el proveedor (New England Biolabs)
durante 5hs a 37°C. Tabla 6.

Tabla 6. Determinacion de haplogrupos mitocondriales.

Fragmento amplificado Enzima de restriccion Fragmentos obtenidos de la digestion
Haplogrupo A Hae 111 163 pb 6 80 pb + 83 pb (Hg. A positivo)
Haplogrupo C Al 399 pb 6 136 pb + 263 pb ( Hg.C positivo)
Haplogrupo D 334 pb (Hg. D positivo) 6 148 pb + 186 pb

La verificacion del éxito de la amplificacién para los fragmentos de A, C y D se realizd mediante
electroforesis de una alicuota de 4 pul de los amplicones en geles de agarosa al 2% a 90V por 45

minutos. Los 16 pl restantes se utilizaron en la reaccion de digestion enzimatica.

Para la tipificacion de los haplogrupos A, C y D, se sembraron 25 pl de las digestiones,
mezclados con 3 pl de buffer de carga, en geles de agarosa al 2,5 %. Se utilizé una escalera de 100

pb (Invitrogen). Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a 85 V por 60-90 minutos.

-22 -



Materiales y Métodos

Finalmente se expusieron los geles al transiluminador y se tomaron las fotografias. Ver Figuras 11
y 12.

Figura 11. Digestion del amplicon de 163 pb., que determina el
haplogrupo A, por Hae Ill. Se obtiene dos fragmentos de 80 y 83
pb. En las calles 3, 5 y 8 pueden verse muestras positivas para A. El

control negativo se sembré en la calle 10.

Figura 12. Productos de la digestion por Alu | de los fragmentos
il amplificados para determinar los haplogrupos C y D. En las calles 5
y 6 se observan muestras Hg.C positivo, en las calles 10 y 12 Hg.D
positivo, en tanto las nimero 4 y 11 dan negativo para Cy D. En la

calle 8 se sembrd la escalera de 100 pb.

La tipificacion del haplogrupo B se realizd utilizando geles de policrialmida al 10% (38:2,
acrilamida: N, N’-metilen-bisacrilamida, 2 ml de TBE 10X, agua desionizada y 15 pl de TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametilnediamina). Se sembraron 4 ul de las amplificaciones mezclados con 1 pl de
buffer de carga y, junto con ellas un control negativo y una escalera de 100 pb. Finalizada la
electroforesis se sumerge el gel en TBE 1X con bromuro de etidio (0,15 pg /ml) para luego ser

fotografiado. Ver Figura 13.

Figura 13. Amplificacién de la secuencia presente en la Regién V
que determina el haplogrupo B. En la parte inferior del gel puede
verse los productos de 87 pb. (calles 2, 10, 14, 17, 22) y 96 pb. en

las calles restantes.
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3. ANALISIS ESTADISTICO

3.1 VARIABILIDAD GENETICA
Los analisis de la diversidad genética de los marcadores uniparentales y de las variantes estudiadas
de NAT?2 se realizaron a partir de las frecuencias alélicas calculadas de los padres de los casos con
LL/PH mediante el programa Arlequin versién 3.11 (Excoffier y col., 2005). El test de desviacion
del equilibrio de Hardy-Weimberg de las frecuencias genotipicas fue llevado a cabo con el test
exacto del mismo paquete estadistico, usando el método de la cadena de Markov descrito por Guo
y Thompson (1992).

3.2 ESTRUCTURA DE LA POBLACION
Para el estudio jerarquico de la poblacidn se realiz6 el analisis de la varianza molecular (AMOVA)
incorporado en el programa Arlequin version 3.1 (Excoffier y col., 2005). AMOVA permite las

estimaciones de estructura de la poblacién a diferentes niveles jerarquicos especificos.

Realizamos AMOVAs para verificar si existen diferencias geograficas en la distribucion de
las frecuencias alélicas bajo tres diferentes agrupamientos en relacién a los clusters de Poletta y
col., (2007). En primer lugar, comparamos los hospitales del ECLAMC que han registrado alta
frecuencia de LL/PH, luego entre aquellos de alta frecuencia versus baja y el tercer grupo entre

aquellos hospitales con las frecuencias mas bajas de LL/PH

El estadistico Fst mide cuanto de la variacion total en las frecuencias alélicas se debe a las
diferencias entre las poblaciones. El valor de Fst varia entre 0 y 1. Cuando el flujo genético es alto

y existe poca diferencia entre las poblaciones, se aproxima a 0.

Para realizar los test de significancia del indice Fst, y asi testear la hip6tesis nula de no
diferenciacion en los correspondientes niveles jerarquicos, se realizaron analisis permutacionales

descriptos por Excoffier y col., (1992).

3.3 ANALISIS DE ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE NAT2 CON LL/PH
Actualmente, dos tipos de analisis de asociacion son cominmente utilizados en estudios genéticos:
poblacionales y familiares. Los poblacionales utilizan disefio caso-control, donde las frecuencias
alélicas son comparadas entre casos (individuos afectados) versus controles (individuos no
afectados). En los estudios poblacionales con disefio caso-control se toma una muestra
representativa de sujetos con la anomalia congenita y de controles en los que se calcula la
frecuencia de los posibles alelos y genotipos de susceptibilidad. La Figura 14 muestra un esquema
del proceso por el cual asociaciones genotipo-enfermedad debidas a estratificacion poblacional
pueden surgir en un estudio de caso-control. El dibujo muestra una poblacién heterogénea con dos

subpoblaciones 1y 2 en la que se pretende estudiar un gen con cuatro alelos A, B, C y D, donde el
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alelo D representaria un posible alelo de susceptibilidad o un alelo en desequilibrio de ligamiento
con una variante genética hipotética de susceptibilidad. Es posible comprobar en la Figura 14 que
la frecuencia de la enfermedad (sujetos marcados en negro) y la frecuencia del alelo D son bajas en
la subpoblaciéon 1 mientras que esas mismas frecuencias son altas en la subpoblacién 2. Sin
embargo, no existe asociacion entre el alelo D y la enfermedad dentro de la subpoblacién 1 ni
dentro de la subpoblacion 2. Si se condujera un estudio de caso-control sin un adecuado
apareamiento de los sujetos, es muy posible que la gran mayoria de los casos provengan de la
subpoblacion 2, donde la enfermedad es muy frecuente, y una proporcion considerable de los
controles provengan de la subpoblacion 1. En este escenario, una mayor frecuencia del alelo D en
€asos con respecto a los controles no seria debida a un efecto causal originado por la presencia de
este alelo, sino que reflejaria Unicamente las diferencias en la composicion genética entre la
subpoblacion 1 y la subpoblacién 2. En muchas ocasiones, estas subpoblaciones o estratos suelen
corresponder con grupos étnicos en los que existen diferencias tanto en frecuencias de alelos de
marcadores genéticos como en la prevalencia/incidencia de ciertas enfermedades. En términos
epidemioldgicos, se dice entonces que la ancestria es una variable confundente o un factor de
confusion en la evaluacion de la asociacion genotipo-enfermedad. Por otra parte, se sabe que la
poblacion argentina contemporanea es consecuencia de sucesivos eventos de colonizacion. Por esta
razon, no seria adecuado aplicar un estudio caso-control. En este sentido, los estudios de asociacion
de base familiar, entre los que se encuentra el diseio TCP (trios casos-padres) permiten la
evaluacion genotipo enfermedad, sin que esta asociacion sea afectada por la posible estratificacion
étnica en la poblacion.

Subpoblacion 1 Subpoblacion 2
Jooggo O WO
AC AD BB AB AC AD BD DD AC Be
Hl RERENE;
co AB BC AA BD Poblacién ! Q E Q g

Heterogénea
L O Mg @1
outo. -mUJemO
€O AC BC AR BD % - BD CD AB CD AD
Controles l e \\‘ l Casos
Jogdygo ORNNOO
Ac AD BB AB Ac Dstudiode ,p s o0 ac BC
Caso-Control
Jo o OONNER
CD AC BC AA AD BD CD AB CD AD

Figura 14. Estratificacion poblacional y su efecto en estudios de caso control.

En los disefios TCP se seleccionan familias a través del caso indice, y a partir de ese caso se
obtiene la informaciéon de los padres. La Figura 15 representa un ejemplo de una familia

participante en un estudio.
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= s N

M5 L

Cazo Pseudscontrol

Figura 15. Familia ejemplo de un estudio caso-control pareado por origen étnico.

En esta familia ejemplo, el caso tiene genotipo NS, el padre tiene genotipo NN, mientras que la
madre tiene un genotipo NS. El pseudocontrol seria N/N. Hay que sefialar que el pseudocontrol no
es un individuo concreto, sino que se trata de un genotipo construido con los alelos que los padres
no transmiten a sus hijos. Asi los trios compuestos por casos y padres seran analizados en el
contexto de un estudio de caso-control pareado por origen étnico.

Con este disefio TCP se aplicaran los siguientes analisis:

a) Anélisis no pareado de genotipos de los casos y de los padres (GHRR) (Falk y
Rubinstein, 1987) La significacion en esta tabla se calcula a través de la habitual estadistica chi-

cuadrado con un grado de libertad. Ver Tabla 7.

Tabla 7. Casos y Pseudocontroles en andlisis no pareado.

Alelo presente Alelo ausente Total
Caso a b
Pseudocontroles c d
Total n

Célculo de OR®= (a x d)/(c x d)

b) Analisis pareado de genotipos de los casos y paternos (MGHR) (Terwilliger y Ott,
1992). Ver Tabla 8. La significacion de la tabla se calcula:

X7 = (b-c)’/bt+c

® Odds ratio: Indica cuanto mas probable es la ocurrencia de una enfermedad que su no-ocurrencia, si esta
expuesto a determinado factor de riesgo.OR=1 (significa que no hay riesgo); OR<1(expresa que el factor de
exposicion protege de la enfermedad); OR>1 (el factor de exposicion aumenta la probabilidad de ocurrencia
de dicha afeccidn).
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Tabla 8. Casos y Pseucontroles en analisis pareado.

Pseudocontrol alelo  Pseudocontrol alelo

presente ausente Total
Caso alelo ausente a b c
Caso alelo presente d e f
Total n

Célculo de OR=b/c

Para el estudio de asociacion genética con genes candidatos seran utilizados el Test de

Desequilibrio de transmision (Spielman y col., 1993) y el método de Weinberg (1999).

C) Test de desequilibrio de transmision (TDT) (Spielman y col., 1993). Con esta
prueba se evalla la transmision de alelos desde los padres heterocigotos hacia los hijos con LL/PH.
Tomemos nuevamente el ejemplo de la familia de la Figura 15. Al seleccionar familias a través del
caso indice, la asociacion entre el factor genético y la anomalia origina que, en estas familias, la
transmision de alelos desde padres heterocigotos hacia sus hijos con LL/PH se aparten del valor
esperado (probabilidad de transmision=50%). En nuestra familia ejemplo, la madre puede
transmitir N o S. Si el gen no esta asociado con la anomalia, N y S tienen la misma probabilidad de
transmision. Por el contrario, si el alelo S estd asociado con un mayor riesgo de enfermar, entonces
S serd encontrado mas frecuentemente que N en los hijos enfermos y con una probabilidad de
transmision aparente superior a 50%. El padre s6lo puede transmitir el alelo N, de modo que no es
informativo en este tipo de analisis (los padres homocigotos no entregan informacién en el analisis
de TDT). Ver Tabla 9. En un conjunto de trios caso-padres, la estadistica TDT se calcula de la

siguiente forma TDT:

TDT=(b-c)’/(b+c)

OR =Dl/c

Tabla 9. Test de desequilibrio de transmision (TDT).

Alelo no transmitido S Alelo transmitido N
Alelo transmitido S a b
Alelo transmitido N c d

d) El Método de Weinberg (1999). Al igual que el TDT usan pseudocontroles. Sin

embargo, mientras que el TDT permite evaluar la distorsion en la transmision, el Test de Weinberg
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permite calcular el efecto del genotipo materno, el efecto del genotipo fetal en variantes alélicas
gue se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg y en poblaciones fuera de equilibrio. El
modelo es basado en la siguiente estructura de datos e incluye los siguientes términos:

Madre Padre Nifio  Tipo set N T2 T3 T4 T5 T6 M1 M2 Cl1 C2
2 2 2 1 0.000 0 0 0 0 0 0 1 0 1
2 1 2 2 0.000 1 0 0 0 0 0 1 0 1
2 1 1 2 0.000 1 0 0 0 0 0 1 1 0
1 2 2 2 0.000 1 0 0 0 0 1 0 0 1
1 2 1 2 0.000 1 0 0 0 0 1 0 1 0
2 0 1 3 0.000 0 1 0 0 0 0 1 1 0
0 2 1 3 0.000 0 1 0 0 0 0 0 1 0
1 1 2 4 0.000 0 0 1 0 0 1 0 0 1
1 1 1 4 0.693 0 0 1 0 0 1 0 1 0
1 1 0 4 0.000 0 0 1 0 0 1 0 0 0
1 0 1 5 0.000 0 0 0 1 0 1 0 1 0
1 0 0 5 0.000 0 0 0 1 0 1 0 0 0
0 1 1 5 0.000 0 0 0 1 0 0 0 1 0
0 1 0 5 0.000 0 0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 0 6 0.000 0 0 0 0 1 0 0 0 0

Donde codigo “0” indica homocigosis de la variante salvaje, “1” indica heterocigosis y “2”
homocigosis de la variante mutada.

N: nimero de casos en cada combinacion

T1-T6: 6 tipos de apareamientos sin importar el orden materno/paterno.

T1: categoria de referencia.

MZ1: variante heterocigota mutada en el genotipo materno.

M2: variante homocigota mutada en el genotipo materno.

C1: variante heterocigota mutada en el genotipo del recién nacido.

C2: variante homocigota mutada en el genotipo del recién nacido.

El modelo usa una regresion de Poisson donde el nimero esperado de casos N1 bajo un modelo de
transmision sin asociacion genética es:
N1=R1M1 + R2M2 + C1R1 + C2R2
y la inclusién de los 6 tipos de apareamiento T1-T6 si la variante alélica no esta en equilibrio de
HW.
R1M1 es el riesgo de la variante alélica mutada en heterocigosis en el genotipo materno.
R2M2 es el riesgo de la variante alélica mutada en homocigosis en el genotipo materno.
R1C1 es el riesgo de la variante alélica mutada en heterocigosis en el genotipo del recién nacido.

R2C2 es el riesgo de la variante alélica mutada en homocigosis en el genotipo del recién nacido.
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Fue calculada la Fraccion Atribuible en la poblacion expuesta para estimar la reduccién del

dafio si los factores de riesgo causales desapareciesen de la poblacion expuesta.

FA= Pe (R-1) * 100
1+Pe (R-1)

Donde Pe= frecuencia de la variante alélica en los expuestos.
R=0dds ratio

También fue calculada la fraccion prevenible para estimar la proporcion de los casos que

serian evitados si existiera la exposicion entre la poblacion. Se calcul6 de la siguiente manera:

FP= Pe (1-R) * 100
1+Pe (1-R)

Donde Pe: frecuencia de la variante alélica en los expuestos.
R: Odds ratio

Los anélisis de asociacion se han realizado con los siguientes programas informaticos:
LEM 1.0 (Vermunt, 1993) y Métodos lterativos (programa desarrollado en el Departamento de

Epidemiologia Genética del CEMIC por Dr. Jorge L6pez Camelo).
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1.

“Every experiment may be said to exist only in order to give the facts

a chance of disproving the null hypothesis”.

CARACTERIZACION DE LA POBLACION

R. A. Fisher, 1935

En la Tabla 10 se detallan las frecuencias alélicas relativas del gen NAT2 con sus desviaciones

estandar, en maternidades del ECLAMC. Cada hospital presenté una distribucion de frecuencias

alélicas particular, que lo diferencié del resto de los hospitales participantes de este estudio. Al

analizar la muestra total de 326 individuos (652 cromosomas), las frecuencias obtenidas para las
variantes alélicas fueron: *4 =0,37; *5=0,33; *6 = 0,15y *7 = 0,15.

Tabla 10. Frecuencias relativas (FR) de las variantes alélicas del gen NAT2 en maternidades del ECLAMC.

Alelo *4 Alelo *5 Alelo *6 Alelo *7
Hospital N
FR n FR n FR n FR n

803 0,34 +0,04 51 | 0,37+0,04 56 0,14 +0,03 21 | 0,15+0,03 22 150
318 0,35+0,04 49 | 0,33+0,04 46 0,12 +0,03 17 | 0,20+0,03 28 140
413 0,29 £ 0,05 21 0,46 + 0,06 33 0,12 £ 0,04 9 0,13 £ 0,04 9 72
325 0,43+0,14 6 0,28 £0,12 4 0,08 £ 0,07 1 0,21 +0,11 3 14
322 0,33+0,14 4 0,25+0,13 3 0,25+£0,13 3 0,17+0,11 2 12
332 0,10 £ 0,10 1 0,40+£0,16 4 0,10 £ 0,10 1 0,40 £ 0,16 4 10
614 0,60 £0,11 12 0,00 0 0,15+ 0,08 3 0,25 +0,10 5 20
416 0,12 £ 0,08 2 0,44 £0,13 7 0,25+0,11 4 0,19+0,10 3 16
418 0,20 £ 0,08 5 0,38 £0,10 10 0,27 £ 0,09 7 0,15+ 0,07 4 26
906 0,60 £0,11 12 0,20 £ 0,09 4 0,15+ 0,08 3 0,05 + 0,05 1 20
907 0,47 £0,04 58 0,25+ 0,04 32 0,14 £ 0,03 17 0,14 £ 0,03 17 124
909 0,44 +0,07 21 | 0,33+0,07 16 0,19 + 0,06 17 | 0,04 +0,03 17 48

FR total 0,37 £0,02 242 | 0,33%0,02 215 0,15 £ 0,02 95 0,15 £ 0,02 100 652

FR: frecuencia relativa (n/ N).

n: nimero de cromosomas con la variante alélica por Hospital.

N: ndmero total de cromosomas por Hospital.
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La Tabla 11 muestra la distribucion de las frecuencias relativas de los genotipos, en las

maternidades del ECLAMC. Las frecuencias calculadas son dispares entre las distintas

maternidades. En la muestra total (326 individuos) el genotipo mas frecuente fue el 45 (0,22)

mientras que los genotipos con frecuencias méas bajas (0,02 a 0,03) fueron los 66, 67 y 77. Los 6

genotipos restantes (44, 46, 47, 55, 56, 57) presentaron frecuencias intermedias (0,11 a 0,14).

Tabla 11. Frecuencias relativas (FR) de los genotipos del gen NAT2 en maternidades del ECLAMC.

44 45 46 47 55 56 57 66 67 77
Hospital N
FR n|FR n|FR n|{FR n|FR n|FR n|FR n|FR n|FR n| FR n
803 0,13 10| 0,23 17/ 012 o | 007 5| 013 10| 0,12 g | 015 11/001 1(003 2| 003 2] 75
318 010 7028 20| 006 4016 7171|011 g | 001 1|013 9 (004 3|009 6| 001 1|70
413 011 4|/022 g| 008 3|006 2(022 g|011 4|014 51003 171|000 0| 0,03 1] 36
325 029 2/000 o0|014 171|014 1014 711|000 0]029 21000 0|000 0| 000 o] 7
322 000 po|000 0|03 2|03 2017 11017 11000 0 |000 0|000 0| 000 0] 6
332 000 o| 02 1/|000 o|000 o|0O00 o|000 o|O060 3[000 (020 1000 0 5
614 030 3|000 op|020 2|040 4|000 ¢@|000 | 000 o000 0|00 171|000 0] 10
416 000 o012 1012 1/000 0| 025 2025 2|000 0|000 00,12 711012 1| 8
418 008 1/000 o007 1/015 210153 2 (031 4015 2008 1/000 o | 000 0] 13
906 03 3|03 3|020 2010 171|000 o 01 11000 |000 0|000 | 000 0] 10
907 0,22 13| 024 15014 9| 013 g | 005 3|008 5|010 ¢ |001 71/001 171|001 1|62
909 017 41033 g8|012 3,008 2012 3|008 2000 ]|008 2({000 0| 000 o] 24
FR total 0,14 47| 022 74| 011 37| 0,12 38| 0,12 38| 0,09 29| 0,12 38(0,03 9003 12| 0,02 6 |326
Fenotipos Metabolizadores rapidos Metabolizadores lentos

FR: frecuencia relativa (n/N).

n: nimero genotipos por Hospital.
N: nimero total de genotipos por Hospital.
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A partir de las frecuencias relativas genotipicas obtenidas (Tabla 11), se estim¢ la frecuencia
porcentual de los genotipos que determinan fenotipos acetiladores lentos (55, 56, 57, 66, 67, 77).
En la Figura 16 estan representados los porcentajes de los genotipos acetiladores lentos de cada
hospital. En concordancia con las frecuencias genotipicas halladas, el rango de frecuencias
porcentuales de los fenotipos es también amplio (10-80%) y geogréficamente variable. Dos
hospitales, San Luis (614) y Esquel (906) presentaron las frecuencias mas bajas (10%), mientras
que las frecuencias superiores a 60% fueron registradas en Bahia Blanca (418), La Plata (416) y
Lanus (332). En los hospitales de EI Bolson (907), Bariloche (909), Capital Federal (322, 318),

Lomas de Zamora (325), Tucuman (803) y Rosario (413), las frecuencias variaron entre 27 y 52%.

906
614
907
909
322
318
325
803

Hospitales ECLAMC

413
418
416
332

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Fenotipos acetiladores lentos (%)

Figura 16. Frecuencia porcentual de fenotipos acetiladores lentos en maternidades del ECLAMC.

Mediante el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg, fue valorada la distribucién de frecuencias de
los genotipos estudiados. Segun este modelo las poblaciones se mantienen en equilibrio cuando son
panmicticas (todos los individuos tienen la misma probabilidad de aparearse y el apareamiento es al
azar), no estan sometidas a migracion, mutacién o seleccién. De este andlisis se desprende que las
frecuencias alélicas de todas las maternidades se encuentran en equilibrio, con excepcion de la
maternidad 318 (p = 0,035) (Tabla 12). Las maternidades del ECLAMC presentaron alta diversidad
genética (0,58-0,75), la maternidad de Bahia Blanca (418) registrd el valor mas alto, en tanto que la
de San Luis (614) mostr6 la menor diversidad (Tabla 12).
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Tabla 12. Prueba de Hardy-Weinberg y diversidad genética en maternidades del ECLAMC.

Heterocigotas

Hospital Diversidad P
Genotipos Observados Esperados genética
803 75 0,69 0,74 0,71 +0,02 0,777
318 70 0,73 0,75 0,72 £0,02 0,035
413 36 0,61 0,71 0,68 £ 0,03 0,702
325 7 0,57 0,86 0,74 £0,07 0,271
322 6 0,83 0,71 0,71 +0,07 1,000
332 5 1,00 0,73 0,73+0,10 0,391
614 10 0,70 0,73 0,58 + 0,09 1,000
416 8 0,62 0,74 0,74 £0,07 0,457
418 13 0,69 0,81 0,75 £ 0,04 0,254
906 10 0,70 0,74 0,60 +0,10 1,000
907 62 0,71 0,76 0,68 + 0,03 0,959
909 24 0,62 0,73 0,67 £ 0,03 0,517

Para determinar si existen diferencias geograficas en la distribucion de frecuencias alélicas del gen
NAT2, realizamos 4 AMOVAS, bajo 4 diferentes estrategias de agrupamiento, de acuerdo con
Poletta y col. (2007). En primer lugar, comparamos la distribucion de frecuencias de NAT2 entre
aquellas maternidades ubicadas en regiones que registraron altas frecuencias de LL/PH (Tucuman -
803- vs. Patagonia -906, 907, 909-).Tabla 13. En segundo lugar, comparamos la distribucién de
frecuencias de las variantes alélicas de NAT2 entre maternidades que registraron altas frecuencias
de LL/PH versus maternidades con baja frecuencia de la anomalia (Tucuman + Patagonia -803,
906, 907, 909- vs. Buenos Aires + Rosario + San Luis -318, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614-).
Tabla 14. En tercer lugar, la comparacion fue realizada entre maternidades ubicadas en regiones
con baja frecuencia de LL/PH (Capital Federal -318- vs. Buenos Aires + Rosario + San Luis -322,
325, 332, 413, 416, 418, 614-). Tabla 15. Por Gltimo, la comparacion consider6 todos los hospitales
como un unico grupo. Tabla 16. En los 4 andlisis el FST fue bajo (0,01; 0,02; 0,02 y 0,02

respectivamente). La mayor variabilidad encontrada fue dentro de las maternidades (98%).
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Tabla 13. AMOVA entre regiones de altas frecuencias de LL/PH.

N Grados Suma de Componentes de la  Porcentaje de la
Fuente de variacion - ) S
de libertad cuadrados varianza variacion
Entre grupos 1 1,210 0,00659 1,89
Entre maternidades dentro grupos 3 0,823 -0,00204 -0,58
Dentro maternidades 341 117,623 0,34494 98,70
Total 345 119,656 0,34948

FST =0,01301; p = 0,000

Tabla 14. AMOVA entre regiones de altas y bajas frecuencias de LL/PH.

Fuente de variacion G_rados Suma de Compongntes dela Porcen_taj_e,de la
de libertad cuadrados varianza variacion

Entre grupos 1 1,344 0,00060 0,17

Entre maternidades dentro grupos 11 7,431 0,00793 2,22

Dentro maternidades 643 224,370 0,34894 97,61

Total 655 233,145 0,35747

FST =0,02387; p = 0,000

Tabla 15. AMOVA entre regiones de bajas frecuencias de LL/PH.

Fuente de variacion Grados Suma de Componentes de la  Porcentaje de la
de libertad cuadrados varianza variacion

Entre grupos 1 0,386 -0,01369 -3,78

Entre maternidades dentro grupos 6 5,012 0,02240 6,19

Dentro maternidades 302 106,747 0,35347 97,59

Total 309 112,145 0,36218

FST =0,02407; p = 0,000

Tabla 16. AMOVA considerando todas las maternidades en un solo grupo LL/PH.

L Grados Suma de Componentes de la  Porcentaje de la
Fuente de variacion - - NG
de libertad cuadrados varianza variacion
Entre maternidades 12 8,775 0,00829 2,32
Dentro maternidades 643 224,370 0,34894 97,68
Total 655 233,145 0,35723

FST =0,02320; p = 0,000
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Para conocer la ancestralidad nativa americana en las maternidades, se calcularon las frecuencias
de los haplogrupos amerindios y no amerindios para los dos sistemas uniparentales, ADN
mitocondrial y cromosoma Y. En relacién con el cromosoma Y, las frecuencias de los haplogrupos
foraneos fueron altas (0,50 a 1,00) y estuvieron presentes en todas las maternidades. La
contribucion de los haplogrupos amerindios al acervo genético siempre fue menor, a excepcion de
una maternidad -322- donde alcanzé una frecuencia de 0,50. En tres maternidades (325, 332 y 416)
no se observaron haplogrupos nativos americanos. Asi, de un total de 201 padres de nifios con
LL/PH, el 78% presentd haplogrupos no amerindios y el 22% haplogrupos nativos americanos
(Tabla 17).

Tabla 17. Frecuencias relativas (FR) de haplogrupos Y y diversidad genética en hospitales del ECLAMC.

No amerindios Amerindio Q Amerindio QM3 L

Hospital N Diversidad

FR n FR n FR n genetica
803 0,86 37 0,02 1 0,12 5 43 0,25 +0,08
318 0.68 30 0,00 0 0,32 14 44 0,44 £ 0,05
413 0,86 19 0,00 0 0,14 3 22 0,25+0,12
325 1,00 3 0,00 0 0,00 0 3 0,00 £ 0,00
322 0,50 3 0,00 0 0,50 3 6 0,60 +0,13
332 1,00 4 0,00 0 0,00 0 4 0,00 £ 0,00
614 0,86 6 0,00 0 0,14 1 7 0,29 £0,20
416 1,00 4 0,00 0 0,00 0 4 0,00 £ 0,00
418 0,60 6 0,20 2 0,20 2 10 0,53 +0,09
906 0,67 2 0,00 0 0,33 1 3 0,67 £0,31
907 0,72 28 0,02 1 0,26 10 39 0,42 £0,06
909 0,83 10 0,00 0 0,17 2 12 0,30 £ 0,15
Total 0,78 156 0,02 4 0,20 41 201 0,35 +0,03

FR: frecuencia relativa (n/N).
n: nimero de haplogrupos del cromosoma Y por Hospital.
N: nimero total de haplogrupos del cromosoma Y por Hospital.

Los haplogrupos mitocondriales fueron calculados en las maternidades. Las frecuencias de los
haplogrupos nativo-americanos A, B, C y D en los 194 padres y madres fueron 0,13; 0,19; 0,33 y
0,23 respectivamente, mientras que la frecuencia del haplogrupo foraneo fue de 0,12. Al contrario

de los resultados hallados para el cromosoma Y, la contribucion de haplogrupos amerindios al
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acervo genético fue muy alta en las distintas maternidades. De un total de 194 padres y madres, el

88% presentd haplogrupos amerindios y s6lo el 12% presentd haplogrupos no amerindios (Tabla

18).

Tabla 18. Frecuencias relativas de haplogrupos mitocondriales y diversidad genética en cuatro maternidades del

ECLAMC.
Haplogrupos
amerindios Haplogr_up(_)s _ '
Hospitales A c no amerindio N Dé\é(re]zlig:d
FR n FR n FR n FR n FR n

803 011 5 004 2 039 18 039 18 0,07 3 46 0,73+0,02
318 022 11 026 13 022 11 0,10 5 0,20 10 50 0,80+0,02
413 033 8 029 7 013 3 0,08 2 0,17 4 24 0,79+0,04
325 000 O 0,5 1 000 0 050 1 0,00 0 2 1,00+0,50
332 000 0 000 0 050 1 0,00 0 0,50 1 2 1,00+0,50
614 000 0 000 O 0,550 1 0,50 1 0,00 0 2 1,00+0,50
416 000 0 000 0 067 4 0,00 0 0,33 2 6 0,53+0,17
418 0,00 0 0,13 1 0,50 4 0,25 2 0,13 1 8 0,75+0,14
906 000 0 025 1 075 3 0,00 0 0,00 0 4 0,50+0,26
907 0,00 0 0,30 9 0,23 7 0,37 11 0,10 3 30 0,73+0,04
909 0,05 1 0,10 2 0,60 12 0,25 5 0,00 0 20 0,59+0,09
Total 013 25 019 36 033 64 023 45 0,12 24 194  0,77+0,01

FR: frecuencia relativa (n/N).

n: nimero de haplogrupos mitocondriales por Hospital.

N: nimero total de haplogrupos mitocondriales por Hospital.

2.

CALCULO DE RIESGO DE POLIMORFISMOS DEL GEN NAT?2

En la Tabla 19 se detallan las frecuencias porcentuales de los genotipos paternos, maternos y de los

casos con la anomalia LL/PH que conforman las 97 triadas.
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Tabla 19. Frecuencias porcentuales de los genotipos de los casos, maternos y paternos en las 97 triadas.

Genotipos (%)

Individuos

AA AB BB
casos 9,28 45,36 45.,36
madres 12,37 42,27 45,36
padres 11,34 50,52 38,14

AA = NAT*44; AB = NAT*4/567; BB = NAT*567/567

2.1 TRANSMISION ALELICA

En 97 casos con LL/PH de los 174 casos totales, se pudo determinar el genotipo de ambos padres.

Estos 97 trios permitieron calcular las frecuencias de todas las posibles combinaciones de

genotipos parentales (Tabla 20).

Tabla 20. Combinacion de genotipos maternos, paternos y de los casos en las 97 triadas.

Casos

Casos

Casos

Materno Paterno AA AB BB total
AA AA - - - -
AA AB 4 2 - 6
AB AA 4 2 - 6
AB AB 1 11 10 22
AA BB - 5 - 5
BB AA - 4 - 4
BB AB - 13 9 22
AB BB - 7 8 15
BB BB - - 17 17
N Total 9 44 44 97
% 94 453 453 100,0
A=7*4
B=*5/*6/*7

Los diferentes 4 métodos estadisticos empleados ponen a prueba la

transmision alélica es igual al 0,5%”.

2.1.1 Test de Weinberg (1999)

misma hipotesis nula: “la

En primer lugar aplicamos un modelo de regresion linear en la totalidad de los casos (n: 174). Este

analisis es una herramienta poderosa para testear la transmision alélica, aun cuando no esté

disponible el genotipo de alguno de los progenitores, asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg
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(Tablas 21-24). En la tabla 21 se evalla el conjunto de alelos de riesgo *5 + *6 + *7 comparado
con el alelo de referencia *4. También se analiz6 la contribucion al riesgo de presentar la anomalia
de cada alelo en forma individual (Tablas 22, 23 y 24, alelos *5, *6 y *7 respectivamente). Las
categorias “Todos”, “Tucuman + Patagonia”, “Tucuman”, “Patagonia” y “Resto” fueron

establecidas de acuerdo con Poletta y col., (2007).

Tabla 21. Evaluacion de los genotipos de riesgo maternos y de los casos en las 174 triadas, mediante un modelo de

regresion linear (alelos de riesgo: *5 + *6 + *7).

Madre Caso
Hospital n Genotipo
OR 95% z p OR 95% z p
4/567 0,74 0,37-149 -0,83 0,406 151  079-288 125 0211
Todos 174
567/567 0,96 0,49-1,87 -0,12 0,904 2,12 1,01-446 196 0,049
Tucimé” 4/567 1,30 059-2,89 0,65 0,516 1,70 077-374 1,32 0,188
) 96
Patagonia 567/567 1,65 0,71-3,83 1,17 0,242 437 1551235 278 0,005
Tuoumén . 4/567 3,97 0,83-19,03 1,73 0,084 2,18  041-11,50 092 0,359
567/567 1,77 050619 090 0,368 6,55 0,92-46,52 1,88 0,060
Patagonia. 4/567 0,80 029223  -042 0.674 1,60  066-3,89 1,04 0,299
567/567 1,97 055-7,06 1,04 0,298 360 1,05-12,41 2,03 0,042
R 4/567 0,27 0,06-0,85 -1,75  0.080 1,03  033-314 005 0,963
esto 78
567/567 0,38 0,35-144 -143 0,153 1,06  032-357 0,10 0,918

Todos: todos los hospitales (803, 906, 907, 909, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).
Tucuméan + Patagonia: 803, 906, 907, 909.

Tucuman: 803.

Patagonia: 906, 907, 909.

Resto: resto de hospitales: 318, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614.

n: nimero de trios.

Del analisis de los SNPs en conjunto que determinan haplotipos de riesgo (*5 + *6 + *7) se
observo riesgo en la categoria “Todos”, para los genotipos heterocigotas y homocigotas para los
alelos *5, *6 y *7 (OR = 2,12; p = 0,049). Al desagregar esta muestra se observo riesgo en las
categorias “Patagonia” (OR = 3,60; p = 0,042) y “Tucuméan + Patagonia” (OR = 4,37; p = 0,005)
para los genotipos 567/567 de los casos. No se pudo evidenciar riesgo para la categoria “resto de

los hospitales”.
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Tabla 22. Evaluacién de los genotipos de riesgo maternos y de los casos en las 174 triadas, mediante un modelo de

regresion linear (alelo de riesgo: *5).

. . Madre Caso
Hospital n Genotipo
OR 95% z p OR 95% z p
Todos 172 5/467 0,97 0,61-1,22 -0,13  0.896 1,61 1,02-2,54 2,07 0,038
55 1,58 0,65-3,86 1,00 0,317 2,24 1,00-5,01 1,95 0,050
Tucuman + 5/467 1,16 0,63-2,15 0,48 0,632 1,53 0,85-2,75 144 0,151
Patagonia 96
55 3,47 0,42-28,67 1,15 0,248 291 0,85-9,94 1,70 0,088
Tucuman 37 5/467 2,21 0,64-2,21 1,26 0,208 0,75 0,29-1,93 -0,59 0.555
55 0,29 0,03-3,13 1,02 0,309 1,23 0,19-7,94 0,22 0,824
Patagonia 5 5/467 1,08 0,46-2,23 0,02 0,984 2,44 1,06-5,57 2,09 0,037
5 e e e e 5,98 1,06-33,71 2,01 0,044
Resto -8 5/467 0,81 0,38-1,72 -0,55  0.582 1,62 0,78-3,35 1,30 0,194
55 1,02 0,34-2,98 0,01 0,990 2,10 0,69-6,41 1,30 0,194

Todos: todos los hospitales (803, 906, 907, 909, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).
Tucumén + Patagonia: 803, 906, 907,909.

Tucuman: 803.

Patagonia: 906, 907, 909.

Resto: resto de hospitales (318, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).

n: nimero de trios.

----: falta de convergencia en los estimados.

Para el alelo *5 se evidencid riesgo para los casos en la categoria “Todos” para heterocigotas (OR
=1,61; p =0,038) y homocigotas (OR = 2,24; p = 0,050). De la misma manera, en “Patagonia”, se

observo riesgo en los casos heterocigotas (OR = 2,44; p = 0,037) y homocigotas (OR = 5,98; p =
0,044).

Tabla 23. Evaluacion de los genotipos de riesgo maternos y de los casos en las 174 triadas, mediante un modelo de

regresion linear (alelo de riesgo: *6).

Hospital n Genotipo Madre Caso
OR 95% z p OR 95% z p
Todos 174 6/457 1,01 0,60-1,71 0,05 0,959 0,96 0,57-1,60 -0,16 0,870
66 0,79 0,20-3,18 -0,33 0,739 0,36 0,06-2,04 -1,15 0,250
Tucuman 6/457 1,28 0,70-2,34 0,79 0,427 0,97 0,53-1,79 -0,08 0,935
patagonia % 66 0,86 012-614  -015 0878 065 0041149 029 0771
Tucuman 37 6/457 1,22 0,50-3,00 0,44 0,657 1,48 0,59-3,71 0,84 0,401
<o
Patagonia 6/457 1,22 054-277 048 0,630 070 031162 082 0410
66 0,44 0,04-5,04 -0,66 0,507 0,49 0,03-9,11 -0,48 0,631
Resto 78 6/457 0,60 0,21-1,70 -0,96 0,335 1,00 0,39-2,53 0,003 0,997
66 0,67 0,05-1064 026 0,797 - e e e

Todos: todos los hospitales (803, 906, 907, 909, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).
Tucuman + Patagonia: 803, 906, 907, 909.

Tucuman: 803.

Patagonia: 906, 907, 909.

Resto: resto de hospitales (318, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).

n: nimero de trios.

----: falta de convergencia en los estimados.
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No se detectaron genotipos de riesgo de los casos cuando se considerd la variante alélica *6, en

ninguna de las categorias estudiadas (Tabla 23).

Tabla 24. Evaluacion de los genotipos de riesgo maternos y de los casos en las 174 triadas, mediante un modelo de

regresion linear (alelo de riesgo: *7).

Madre Caso
Hospital n Genotipo
OR 95% z p OR 95% z p
7/456 0,78 047-131  -094 0348 106  066-170 024 0811
Todos 174
77 0,88 019-39  -017 0,865 030  006-154 -144 0,148
TUClimé” 7/456 0,85 041-177 044 0,663 232 104515 207 0,039
9%
Patagonia 77 1,28 041-1,77 020 0,842 219 012-4032 053 0,598
Tueumén o 71456 1,13 034375 021 0837 287 081-1031 163 0,104
77 083 0051283 -0,14 0890 - e e e
Patagonia 71456 0,79 0,31-200 -050 0,615 210 076579 143 0,153
L 219 012-4032 053 0,598
R 71456 0,77 037-1,61  -0,69 0493 061  032-1,18 -148 0,139
esto 78
77 0,82 010575 -0,26 0,796 014  001-143 -1,65 0,098

Todos: todos los hospitales (803, 906, 907, 909, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).
Tucumén + Patagonia: 803, 906, 907, 909.

Tucuméan: 803.

Patagonia: 906, 907, 909.

Resto: resto de hospitales (318, 325, 322, 332, 413, 416, 418, 614).

n: nimero de trios.

----: falta de convergencia en los estimados.

Para el alelo *7 se observo riesgo para el genotipo heterocigota de los casos (OR =2,32; p = 0,039)
solo en la categoria “Tucuméan + Patagonia” (Tabla 24). Cabe aclarar que el riesgo para los
genotipos homocigotas para “Tucuman y Patagonia” fue extrapolado de la categoria “Patagonia”

por ausencia de homocigotos mutados en la categoria “Tucuman”.

El modelo de regresion linear permite ademas calcular los riesgos aportados por los
genotipos maternos. El analisis de la muestra en su totalidad “Todos los hospitales”, como asi
también de las maternidades agrupadas bajo las categorias “Tucuman”, “Patagonia”, “Tucuman y
Patagonia” y el “resto de las maternidades”, no evidenci6é efecto materno para ninguna de las

variantes analizadas en conjunto o individualmente (Tablas 21-24).

Para las tres pruebas estadisticas que se detallan a continuacion fueron empleadas las 97
triadas, es decir que se cuenta con el caso y ambos progenitores. Estas pruebas comparan la
frecuencia de los alelos transmitidos y los no transmitidos. Tienen la ventaja de ser robustas, ain

cuando los datos no se encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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2.1.2 Test de Desequilibrio de Transmision (TDT, Spielman y col., 1993)

La prueba estadistica TDT compara la transmision alélica a partir de padres heterocigotas para
detectar si existe un sesgo en la transmision de los alelos de baja capacidad metabolizadora. La
Tabla 25 muestra el nimero absoluto de trasmisiones y no transmisiones a los casos, a partir de los
padres heterocigotas. De un total de 137 transmisiones parentales, el alelo *4 mostr6 una frecuencia
de transmision de 30,9% (23+20/137), el alelo *5 de 39,0%); el *6 de 16,1% y el alelo *7 de 14,0%.

Tabla 25. Transmision alélica de padres heterocigotas en triadas padre-madre-caso.

Madre Padre
Alelos
transmitido no transmitido  transmitido  no transmitido
4 23 20 20 29
5 25 17 28 16
6 10 13 12 11
7 9 17 10 14
total 67 67 70 70

A continuacién se muestra el analisis TDT (Spielman y col., 1993) para cada uno de los alelos en
forma independiente.

Tabla 26. Analisis TDT en triadas padre-madre-casos.

Alelo ++ +- -+ -- OR (95% IC) TDT p FA (%)
*4 0 43 48 46 0,90 (0,59-1,35) 0,27 0,603 3,3
*5 0 53 33 51 1,61 (1,04-2,47) 4,65 0,031 18,0
*6 0 22 25 90 0,88 (0,50-1,56) 0,19 0,663 1,7
*7 0 19 31 87 0,61 (0,35-1,08) 2,88 0,090 59

++: transmitieron ambos progenitores.

+ -2 transmiti6 la madre y no transmitié el padre.
- +: no transmiti6 la madre y transmitié el padre.
- - 1 ningun progenitor transmitid.

FA: fraccion atribuible.

Puede observarse que con la presencia del alelo *5 existe un 60% riesgo de tener la anomalia (OR
=1,61; p=0,031). El 18% de la ocurrencia de los casos con LL/PH podria atribuirse a la presencia
del alelo *5. Mientras que el 10,9% de los casos fueron prevenidos por la presencia de los alelos *4
+*6 + *7. Tabla 26.

-41 -



Resultados

2.1.3 Andlisis no pareado de genotipos de los casos y de los padres (GHRR, Falk y
Rubinstein, 1987)

Este analisis no diferencia entre la presencia de homocigotas o heterocigotos para los alelos de
riesgo tanto en los casos como en los pseudocontroles y considera la presencia del alelo en el
conjunto de los casos y en el conjunto de los pseudocontroles.

Tabla 27. Test GHRR en triadas padre-madre-casos.

Alelo A B C D OR (95% IC) GHRR p FA (%)
*4 53 58 44 39 0,81 (0,46-1,43) 0,53 0,468 6,1
*5 62 42 35 55 2,32 (1,30-4,13) 8,29 0,004 322
*6 26 29 71 68 0,86 (0,46-1,60) 0,23 0,633 19
*7 21 31 76 66 0,58 (0,31-1,12) 2,63 0,105 6.3

A: presencia del alelo en el caso.

B: presencia del alelo en el pseudocontrol.
C: ausencia del alelo en el caso.

D: ausencia del alelo en el pseudocontrol.
FA: fraccion atribuible.

Se observa un riesgo dos veces mayor de tener la variante alélicas *5 y presentar la anomalia (OR =
2,32; p = 0,004). El 32,2% de la ocurrencia de los casos con LL/PH podria atribuirse a la presencia
del alelo *5. De otro modo, el 14,3% de los casos fueron prevenidos por la presencia de los alelos
*4 +*6 + *7. Tabla 27.

2.1.4 Andlisis pareado de genotipos de los casos y paternos (MGHR, Terwilliger y
Ott, 1992)

Este andlisis, al igual que el GHRR, no diferencia entre la presencia homocigotos y heterocigotos
para los alelos de riesgo tanto en los casos como en los pseudocontroles y considera la presencia

del alelo en el caso y su pseudocontrol apareado.

Se observa un riesgo dos veces mayor de tener la variante *5 y presentar la anomalia. (OR
=2,32; p=0,005). Tabla 28.

-42 -



Tabla 28. Test MGHR en triadas padre-madre-casos.

Resultados

Alelo A B C D OR (95% IC) MGHR p FA (%)
*4 32 21 26 18 0,81 (0,45-1,43) 0,53 0,466 6,1
*5 27 35 15 20 2,32 (1,29-4,20) 8,00 0,005 32,2
*6 9 17 20 51 0,86 (0,45-1,62) 0,24 0,622 1,9
*7 6 15 25 51 0,58 (0,32-1,13) 2,50 0,114 6,3

A: presencia del alelo en el caso.

B: presencia del alelo en el pseudocontrol.
C: ausencia del alelo en el caso.

D: ausencia del alelo en el pseudocontrol.

FA: fraccion atribuible.

El 32,2% de la ocurrencia de los casos con LL/PH podria atribuirse a la presencia del alelo *5.

De otro modo, el 14,3% de los casos fueron prevenidos por la presencia de los alelos *4 + *6 +

*7.
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“Como un ganso desplumado y escudlido, me preguntaba a mi mismo con voz indecisa
si de todo lo que estaba leyendo haria el menor uso alguna vez en la vida”.

James Clerk Maxwell, sobre su educacion en Cambridge

CARACTERIZACION DE LA POBLACION

La prevalencia de las fisuras orales varia segun el origen geografico, la ancestria y las condiciones
socioecondmicas. Si los factores genéticos estuvieran contribuyendo al riesgo de desarrollar
LL/PH, la distribucion de los alelos de susceptibilidad podria estar influenciada por la diversidad
étnica. Consistente con esta hipdtesis, varios estudios han demostrado que las frecuencias de NAT2
difieren a lo largo de las diversas poblaciones humanas (Agundez y col., 1996; Garte y col., 2001).

En Europa y Africa, la variante *5 registra altas frecuencias 50-60% (Agtndez y col.,
1996; Bradford, 2002; Hamdy y col., 2003), una baja frecuencia (4%) en asiaticos (Lin y col.,
1993) y frecuencias intermedias (10-33,3%) en nativos americanos (Bailliet y col., 2007; Fuselli y
col., 2007). El alelo *6 es frecuente en poblaciones europeas (28,5%), asiaticas (31%) y africanas
(26%), pero infrecuente (6%) en poblaciones nativas americanas (Bailliet y col., 2007; Garte y col.,
2001; Lin y col., 1993). Este alelo, cuando se observa en poblaciones americanas en moderadas
frecuencias, podria indicar mezcla post-colombina. Por su parte, el alelo *7 es caracteristico de
poblaciones asiaticas y nativas americanas con frecuencias entre 15-24% e infrecuente en
poblaciones africanas (2,8%). (Bailliet y col., 2007; Fuselli y col. 2007; Hamdy y col., 2003; Liny
col., 1993) En este trabajo, las frecuencias de los SNPs de NAT2 que definen los haplotipos *4,*5,
*6 y *7 en las maternidades estudiadas del ECLAMC fueron 37%, 33%, 15% y 15%
respectivamente. Del mismo modo, las frecuencias de los genotipos que determinan fenotipos
acetiladores lentos, varian en funcién de la zona geogréfica y la ancestria. En europeos, la
poblacién de metabolizadores lentos oscila entre un 40% y un 70%. En particular, en Espafia, dicho
porcentaje es de un 57% (Ladero y col., 1979). Sin embargo, en poblaciones orientales la
frecuencia es mucho mas baja con valores proximos a 10% (Evans, 1992). En otras poblaciones
como en egipcios y marroquies el porcentaje de acetiladores lentos alcanza un 60,5% (Hamdy y
col., 2003). En nativos-americanos el promedio de los fenotipos metabolizadores lentos es de 25%
(Fuselli y col., 2007). En particular, en nuestra muestra, el rango de individuos con fenotipo
metabolizador lento fue amplio (10%-69%), alcanzando una frecuencia promedio de 41%. De la
comparacion de estos trabajos con nuestros resultados, observamos que las frecuencias alélicas y

los genotipos que determinan fenotipo bajo acetilador de las maternidades del ECLAMC son
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intermedias, evidenciando la contribucion europea e indigena al acervo genético de las poblaciones

argentinas actuales.

Las frecuencias halladas en este trabajo para las variantes alélicas de NAT2 revelan en
parte la historia de la conformacion de la poblacién argentina. En relacion con esto Gltimo, se sabe
que la poblacion contemporanea es consecuencia de sucesivos eventos de colonizacion e
inmigracion. La poblacion actual es el resultado de multiples interacciones ocurridas entre la
poblacion nativa del continente y las personas llegadas luego de la Conquista Espafiola, que
incluy6 no sélo a individuos provenientes de Europa sino también a africanos traidos como mano
de obra esclava. Desde 1850, la Argentina se constituy6 en un polo de atraccion de inmigracion
europea y de paises limitrofes (Censo Nacional de Poblacién y Vivienda 2001, INDEC).

Al estudiar la distribucién de frecuencias de las variantes alélicas de NAT2 en las
maternidades del ECLAMC, se pudo determinar que el coeficiente de diferenciacion genética (Fst),
fue bajo (0,01-0,02) entre los hospitales que se analizaron en los diferentes abordajes. En los 4
analisis, el 98% de variabilidad fue encontrada dentro de las maternidades y el 2% restante dentro
de los grupos, entre maternidades, siendo la diferenciacion entre grupos menor al 0,2%. Solo la
AMOVA realizada entre maternidades ubicadas en regiones de alta frecuencia de LL/PH registro
un 2% de la variabilidad entre grupos. EI mismo valor fue hallado en la categoria entre grupos en el
AMOVA que considera todos los hospitales en conjunto. Es decir, la diferencia entre grupos
calculado entre las maternidades de Tucuman y Patagonia es responsable de las diferencias entre
maternidades en el analisis de todos los hospitales en conjunto. Estos resultados concuerdan con los
publicados por Poletta y col., (2007) quienes hallaron en Argentina dos regiones geogréaficas con

alta frecuencia de LL/PH: Tucuman y Patagonia.

Las frecuencias de los genotipos de NAT2 estudiados fueron valoradas mediante el
equilibrio de Hardy-Weinderg. Mediante esta prueba, la presencia de una asociacion estadistica
independiente del azar entre el genotipo y el fenotipo podria implicar algin tipo de asociacion
biolégica, directa o indirecta, o de riesgo de padecer la anomalia en funciéon de determinado
genotipo. Tradicionalmente, la desviacién del equilibrio se ha considerado como una indicacién de
gue los alelos no segregan de forma independiente, que el apareamiento no es al azar, 0 que los
alelos reflejan una mutacién reciente que aln no ha alcanzado el equilibrio. Las frecuencias de las
maternidades del ECLAMC se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, a excepcion de la
Maternidad Sarda de la ciudad autobnoma de Buenos Aires (Hospital 318). Este resultado podria
deberse a que este hospital funciona como un Centro Perinatoldgico de alta complejidad que recibe

derivacion de otros nosocomios y atiende grupos poblacionales diversos.

Si bien el analisis molecular de la varianza no mostro6 diferencias entre las maternidades y

las frecuencias alélicas estudiadas se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (excepto la
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Maternidad Sarda), no se pueden descartar que existan asociaciones desconocidas que no han sido
controladas o la existencia de una subestructura poblacional. Para tratar de eliminar estos
potenciales inconvenientes, se empled en este trabajo un disefio de trios caso-progenitores para
controlar la variable de confusion ancestralidad. Debido a la existencia, en la poblacion argentina,
de una alta mezcla génica y dado que las frecuencias de LL/PH son variables segun grupo étnico,
se considera inadecuado el empleo de disefios caso-control y se promueve el uso de trios caso-

progenitores para el estudio de asociaciones.

Otra forma de caracterizar a la poblacién es mediante el anélisis de ancestralidad
empleando marcadores uniparentales como el ADN mitocondrial y el cromosoma Y. Su analisis
complementa y enriquece la informacion obtenida a partir de polimorfismos autosomicos. Los
marcadores binarios del cromosoma Y empleados en este trabajo permiten definir dos grandes
grupos: los linajes nativos americanos por un lado y todos los linajes al6ctonos por el otro. Para la
muestra empleada en este trabajo el 78% de los padres presentaron haplogrupos no amenidios y el
22% restante presentaron haplogrupos nativos americanos, de un total de 201 padres de nifios con
LL/PH. La distribucién de frecuencias de los haplogrupos nativos americanos (QM242 + QM3) fue
variable entre los distintos hospitales, estas frecuencias en general fueron bajas y nunca superaron
el 50%. Estas observaciones podrian ser resultado de un sesgo en el muestreo o bien ser
consecuencia de eventos histérico-poblacionales que caracterizan a la poblacién que asiste a cada
uno de los centros hospitalarios. Wang y col., (2008), de acuerdo con nuestros resultados,
reportaron en un estudio realizado en 13 ciudades latinoamericanas en las que fueron analizados
249 individuos, que la fraccion poblacional con ancestria amerindia presentd frecuencias muy
variables (Tucuman 30%, Salta 72% y Catamarca 44%). En un estudio realizado en la region
Centro de Argentina (Garcia y col., 2008), fueron identificaron haplogrupos nativos americanos en
de distintas localidades de Cordoba y San Luis y sélo el 7,3% de 109 varones, presenté el
haplogrupo nativo americano Qla3a. Este porcentaje constituye una estimacién minima pues los
autores no han considerado el linaje paterno autéctono definido por la mutacion M242(Q).
Asimismo, Corach y col., (2010) analizaron al ancestralidad de 246 varones de ocho provincias
argentinas y determinaron que solo el 2% presentaban haplogrupos nativos americanos. Ambos
trabajos, en concordancia con nuestras observaciones, evidencian que la presencia de linajes

autéctonos varia considerablemente en la Argentina.

El analisis sobre diversidad de ADN mitocondrial present6é un panorama muy diferente al
del cromosoma Y. De un total de 194 padres y madres de nifios con LL/PH, el 88% presenta un
antepasado femenino natural del continente, resultando representados los cuatro haplogrupos
panamericanos detallados en la literatura (Achilli y col., 2008). En Argentina, las frecuencias de
ADNmt amerindio son variables. Dipierri y col. (1998) hallaron el 100% de ADNmt amerindio en

dos poblaciones en la provincia de Jujuy (San Salvador y Humahuaca) y Demarchi y col., (2001)
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reportaron un 98% de contribucidn de genes amerindios en poblaciones indigenas del Gran Chaco.
En el centro de Argentina, Garcia (2011) hallé una frecuencia promedio de 78% en las poblaciones
de Cordoba y de 87% en San Luis. En el &rea metropolitana de Buenos Aires 44% (Dejean y col.,
2003), en Bahia Blanca 47% (Avenay col., 2007) y en Comodoro Rivadavia fue del 70% (Avenay
col., 2009) En las poblaciones indigenas, el porcentaje supera el 97% (Bravi, 2004; Lalueza y col.,
1997). Por su parte, Corach y col., (2010) en un estudio que abarcd el analisis de 246 individuos de
varias provincias argentinas estimaron una frecuencia promedio de 54%. Nuestros resultados, como
los reportados en la literatura, revelan el aporte de los pueblos originarios a la conformacion de las
poblaciones actuales, a pesar de haber sido diezmadas por dos practicas tan inhumanas como
sistematicas: las camparfias militares de conquista y de represion contra las reiteradas formas de
resistencia y las terribles condiciones de explotacién y miseria a la que fueron sometidos. Para las
Leyes de Indias, los nativos americanos sometidos por los conquistadores eran vasallos de la
corona, supuestamente libres e iguales a los del reino de Castilla. Estaban, como esos subditos,
obligados a pagar tributo al monarca y diezmo a la Iglesia. Pero a diferencia de otros vasallos (los
peninsulares y criollos), su condicion juridica era asimilada a la de un menor o “rustico”, que para
la antigua legislacion castellana significaba que no podia valerse por si mismo, sino que siempre
alguien debia tutelar sus intereses. En principio, el sistema de esta tutela fue el de la encomienda,
que ponia a un poblado indigena completo bajo el control de un encomendero, quien —
supuestamente a cambio de velar por los intereses de esa comunidad y promover su conversion al
cristianismo — tenia el derecho de exigir servicio personal, que se convertia en la explotacion de la
mano de obra de sus encomendados. ElI encomendero podia sacarlos de la comunidad que
integraban y en las que vivian, el sistema se parecia asi al de la servidumbre feudal europea, en el
cual los siervos debian trabajar parte del tiempo en las tierras sefioriales y el resto en sus tierras
comunales o familiares. Sin embargo, la practica era diferente. Muchos nativos americanos
encomendados eran, de hecho, forzados a trabajar en forma permanente en las propiedades del
encomendero, lo que de hecho los convertia en siervos personales de los duefios de haciendas y
obrajes. Esto ultimo reducia el cobro del tributo o diezmo que debian recibir las autoridades y la
Iglesia. Por esta razon se establecieron las reducciones y pueblos de nativos, que formalmente
continuaban con sus autoridades y supervisados por corregidores. Esta medida significé un mayor
control oficial y un despoblamiento de las comunidades. A pesar del doble genocidio, el impuesto
por las conquistas militares y las extremas condiciones de explotacion a las que fueron sometidos,

el acervo genético autdctono en poblaciones urbanas actuales es ain significativo.

En cuanto a su origen continental, Dipierri y col., (1998), en un estudio sobre muestras de
San Salvador de Jujuy y la Quebrada de Humahuaca, reportaron completa ancestria americana por
via materna, en tanto 40,5% de los linajes masculinos serian introducidos, con frecuencias que

disminuyen en relacion con la altura sobre el nivel del mar de la poblacion considerada. En el
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noroeste colombiano se registr6 la misma tendencia asimétrica, con un 90% de linajes
mitocondriales americanos y un 99% de cromosomas Y de procedencia extracontinental (Bedoya y
col., 2006; Carvajal-Carmona y col., 2000). Los linajes femeninos y masculinos de la muestra del
ECLAMC fueron absolutamente dispares entre si. Mientras que un 88% de los haplogrupos
maternos se clasifican como americanos, el 78% de los haplogrupos masculinos tienen procedencia
foranea. Estos resultados convalidan los registros historicos sobre mestizajes en Centro y
Sudamérica, involucrando mayormente a mujeres americanas y hombres extranjeros. Este

fendmeno de sesgo de origen segun el sexo, seria comudn a toda América Latina.

¢HAY EVIDENCIA DE ASOCIACION ENTRE LOS ALELOS QUE DETERMINAN FENOTIPO

ACETILADOR LENTO Y LL/PH?

A fin de evaluar la asociacion entre las variantes alélicas que determinan el fenotipo
acetilador lento y la presencia de LL/PH, en un primer andlisis se consideraron en conjunto las
variantes *5, *6 y *7, combinando los trios de todas las maternidades en detrimento de la
homogeneidad genética. En la muestra total se encontr6 un riesgo significativo dos veces mayor de
tener LL/PH cuando el genotipo fetal es homocigota para los alelos de riesgo. Las maternidades
fueron categorizadas segun los agrupamientos geograficos detectados por Poletta y col., (2007),
quienes identificaron dos &reas geograficas en Argentina con alta prevalencia al nacimiento de
LL/PH: Noroeste y Patagonia. La ventaja de estos agrupamientos radica en que permite suponer,
por un principio de parsimonia, que la anomalia sea resultado de un Unico factor causal que
compromete especificamente al agregado. Nuestros resultados mostraron riesgos significativos para
las categorias “Tucuman + Patagonia” y “Patagonia”, para los genotipos con 2 alelos de riesgo en
los casos. La categoria “Tucuman” mostrd el mayor riesgo pero no evidencid significancia

estadistica, debido probablemente al bajo nimero de trios caso-progenitores en esta region (error de
tipo PB).

Posteriormente, se evalud de manera individual el riesgo de las variantes alélicas *5, *6 y
*7 en las mismas categorias definidas previamente. De estos andlisis se desprende que no hay
evidencia de asociacion de LL/PH y la variante *6. En relacion con el haplotipo *7, se observa
riesgo para el genotipo heterocigota (OR = 2,32; p = 0,039), s6lo en la categoria “Tucuman +
Patagonia”. En relacion con el haplotipo *5 evidenciamos asociacion en “Todos los hospitales”
(OR = 1,61; p = 0,038 para heterocigotas y OR = 2,24; p = 0,050 para homaocigotas), y en
Patagonia (OR = 2,44; p = 0,037 para heterocigotas y OR = 5,98; p = 0,044 para homocigotas), de
estos resultados se desprende que Patagonia es la responsable del riesgo aumentado en la categoria

“Todos”. Asi, las variantes *5 y*7 pero no la variante *6, son responsables del riesgo calculado
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para las SNPs *5 + *6 + *7 en el conjunto de todos los hospitales. Se observa ademas que en

Patagonia el alelo *5 es el responsable del riesgo, mientras que en Tucuman es el alelo *7.

El modelo de regresién linear permite ademas, conocer la relativa importancia de los
genotipos maternos a la causalidad de la anomalia estudiada. Mediante esta prueba no pudimos
detectar efecto materno para ninguna de las variantes analizadas en forma individual o en conjunto.
De igual modo, Lie y col., (2008) no evidenciaron efecto materno en una muestra de 314 trios caso-
progenitores en Noruega (OR = 1,00; IC = 0,5-1,8). Contrariamente Shi y col., (2007) evidenciaron
un 20% mas de riesgo (p = 0,03) de padecer la anomalia si la madre del caso tiene un alelo de
riesgo.

Un acercamiento diferente para detectar asociacion es a través de la prueba conocida como
Test de Desequilibrio de Transmision (TDT). La misma, demostré un riesgo significativo 60%
mayor de desarrollar la malformacién LL/PH en presencia del alelo *5. Asimismo, este mismo
alelo demostré estar asociado de forma positiva con la ocurrencia de la malformacion en las
pruebas MGHR y GHRR que comparan las frecuencias alélicas entre casos y pseudocontroles. La
diferencia entre ambos, es que el GHRR, controla la variabilidad intrafamiliar.

En relacion con la hipétesis planteada en este trabajo, nuestros resultados confirman la
asociacion del alelo *5 y la ocurrencia de LL/PH. Los resultados hallados en la literatura son
contradictorios. Lammer y col., (2004), en una muestra de la poblacion de California (EE.UU) no
detectaron asociacion entre LL/PH y variantes fetales del gen NAT2 (OR = 0,85; IC = 0,57-1,3).
También, Van Rooij y col., (2002), determinaron el estatus acetilador a partir de la medicion de
metabolitos de cafeina en la orina, concluyendo que los individuos caracterizados como
acetiladores lentos no presentaban riesgo para fisuras orales (OR = 1,0; p > 0,05) en comparacion
con los acetiladores rapidos. Ambos estudios utilizaron metodologia caso-control, susceptible de

sesgo debido a la estratificacion genética o mezcla racial de la poblacion.

Lie y col., (2008) en un estudio combinado caso-control y de triadas en Noruega,
confirmaron el riesgo del consumo de tabaco en el primer trimestre para LL/PH (OR = 1,6; 95%
intervalo de confianza = 1,0-2,5) para fumadoras pasivas y hasta 1,9 (0,9-0,4) para madres que
fuman mas de 10 cigarrillos al dia. Hallaron a partir del estudio de triadas, pero no a través del
caso-control, una asociacion entre el haplotipo NAT2* 6 y LL/PH (OR = 1,6 para heterocigotas y
2,5 para homocigotas) pero con poca evidencia de interaccion con consumo de tabaco. Los
haplotipos de los casos *4, *5 y *7 no fueron factores de riesgo para esta malformacion. Asimismo,
los SNPs maternos *4, *5, *6 y *7 no mostraron asociacion con la anomalia. La misma relacion fue
puesta a prueba por Shi y col., (2007) en una muestra conformada por 5.427 individuos de
Dinamarca e lowa, estudiaron 25 SNPs en 16 genes de la ruta de detoxificacion del humo del

cigarrillo. A través del método de analisis TDT, evidenciaron una sobretransmisién del alelo NAT?2
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G590A (alelo *6) (p < 0,05). Asimismo, ZblIner y col., (2004), utilizando analisis de ligamiento en
148 familias, demostraron evidencia de transmision diferencial en varias regiones del genoma
humano, en una de las cuales se encuentra ubicado el cromosoma 8, coincidiendo con la ubicacién

cromosomica de NAT?2.

Paralelamente a los trabajos de genes candidatos, varios estudios poblacionales a gran
escala basados en mapas SNPs han sido publicados (Beiraghi y col., 2007; Radhakrisha y col.,
2006). Marazita y col., (2004), a partir de un meta-analisis, hallaron asociacién positiva en seis
regiones del genoma, ninguna en el cromosoma 8. Birnbaum y col., (2009) a partir de un estudio
caso-control basado en mapas de SNPs hallaron evidencia significativa de asociacion en la region
8g24.21. Este trabajo confirmé el marcador rs987525 como el més significativo (p = 3,34 x 102%;
OR = 2,57 para heterocigotas y OR = 6,05 para homocigotas). El riesgo poblacional atribuible para
este marcador fue de 0,41, sugiriendo ser el principal locus de susceptibilidad para LL/PH. Beaty y
col., (2010), en un estudio trios caso-progenitores confirmaron los hallazgos de Birnbaun y col.,

(2009) en la misma region.

En este complejo escenario, hay varias posibles razones para los resultados discordantes de
NAT?2 en los estudios de asociacion. A pesar de que la mayor cantidad de estudios se ha realizado
en poblaciones europeas, las muestras han sido heterogéneas en varios sentidos. Existe controversia
en la literatura acerca de la anomalia LL/PH como grupo unico y homogéneo. Clésicamente el
labio leporino, ya sea con o sin paladar hendido, se ha considerado como una Unica entidad,
difiriendo solamente en su grado de severidad (Mitchell y col., 2002). No obstante, y a pesar de la
escasa literatura existente, por algunas diferencias clinico-epidemiolégicas y diferencias
fenotipicas, algunos autores recomiendan considerarlos para su analisis como entidades separadas
(Harville y col., 2005). Las fisuras pueden variar desde bilaterales completas hasta fisuras minimas,
como por ejemplo micro formas o filtro labial plano. Podriamos suponer que cada subfenotipo de
LL/PH podria contar con factores de riesgo especificos. Los diferentes resultados también podrian
deberse a la posibilidad de que exista heterogeneidad alélica o de locus. La primera ocurre cuando
el fenotipo o anomalia de interés es causado por distintos alelos y la heterogeneidad de locus
sucede cuando distintos loci pueden causar el mismo fenotipo. Ademas, las discrepancias halladas
en la literatura, podrian deberse a la existencia de una heterogeneidad genética intra e
interpoblacional. Es probable que, los diferentes genes candidatos involucrados en esta patologia,
difieran en su importancia relativa en cada poblacién analizada, dependiendo ello de la frecuencia
alélica que presenten en diferentes poblaciones ya sean o no del mismo origen étnico. Finalmente,
los resultados disidentes podrian deberse a diferentes tipos de disefios (caso control-versus triadas),
diferentes tipos de analisis, diferentes marcadores de NAT2 empleados y/o diferentes tamafios
muestrales. Cualquiera de estos factores pudo haber sido responsable de la discordancia en los

resultados, registrandose asociaciones positivas y negativas.
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HAY EVIDENCIA DE ASOCIACION: ¢ CUAL ES SU SIGNIFICADO?
La interpretacion de la asociacion no es trivial y puede deberse a distintas causas:
a) la asociacion es debida a la estratificacion poblacional.
b) el alelo por si mismo es el responsable de la susceptibilidad a la anomalia.
c) el alelo asociado esta en desequilibrio de ligamiento (LD) con el alelo de susceptibilidad.

Se sabe que para un estudio genético lo mas importante es que los controles sean del mismo acervo
genético. La estrategia de este trabajo fue reclutar trios (sujeto afectado con sus dos padres) y
utilizar la informacion genotipica del cromosoma no transmitido de los padres como control, a fin
de reducir la posibilidad de encontrar falsos positivos por estratificacion poblacional. Por este
motivo, la opcidn “a” es desestimada pues el factor de confusion ancestralidad ha sido ajustado con

el disefio empleado.

Para reconocer si estamos en presencia de loci causales o de predisposicion, la condicién
indispensable es conocer el modo de herencia de esta anomalia. Actualmente, ningln agente causal
especifico ha sido identificado para la mayoria (50-70%) de las FO (Mitchell, 2002). Sin embargo
para LL/PH, el factor de riesgo identificado mas consistente, es la presencia de una historia familiar
positiva. Los patrones de recurrencia familiar de LL/PH rechazan el modelo de segregacion
mendeliana de un solo gen de penetrancia completa, al observar patrones de recurrencia familiar
con valores de concordancia menores al 100% en gemelos monocig6ticos, disminucién de riesgo
de forma no lineal a medida que el grado de parentesco disminuia en relacion al probando y riesgos
de recurrencia concordantes con grado de severidad del paciente y cantidad de miembros de la
familia afectados (Carter, 1969). Por esta razon LL/PH es clasificado como una anomalia

genéticamente compleja.

Otro modelo propuesto para explicar la herencia de LL/PH son los estudios multifactoriales
de hipotesis umbral. Estos modelos trabajan con el supuesto que un determinado rasgo esta
determinado por pequefios, iguales y aditivos efectos genéticos y ambientales. La dicotomia de los
fenotipos esta determinada por un umbral a partir del cual los individuos padecen la anomalia.
Estos modelos son compatibles con valores de concordancia menores al 100% en gemelos
monocigdticos, disminucion de riesgo de forma no lineal a medida que el grado de parentesco
disminuye en relacién al probando y riesgos dependientes de la severidad del probando y casos

familiares.

-51-



Discusion

El modelo de un solo gen y el de hip6tesis umbral representan los extremos de la variedad
de modos de herencia. Actualmente se reconoce que el modo de herencia de LL/PH se ubica entre

estos dos extremos.

En la actualidad, los andlisis de segregacion compleja permiten evaluar simultaneamente
modelos de herencia de un Unico locus y de hip6tesis umbral. Estos estudios permiten una
estimacion probabilistica de varios factores genéticos: probabilidades de transmision, frecuencias
genéticas y parametros de penetrancia para los modelos mendelianos; heredabilidad, promedios
muestrales y varianzas para los modelos poligénicos; y ambos tipos de pardmetros para lo que se
denomina el modelo mixto. En relacion con los trabajos publicados, los resultados que se
desprenden de este tipo de andlisis son muy variados, incluyendo herencia multifactorial como asi
también un solo gen en forma dominante o recesiva con o sin componente multifactorial. La
inconsistencia de los resultados desprendidos de los estudios de segregacion compleja podria ser
atribuida a una heterogeneidad genética, es decir, en las diferentes poblaciones podrian operar
mecanismos diferentes. Sin embargo, existe un patron similar de recurrencia familiar a lo largo de
las variadas poblaciones, de modo tal que la discordancia de los resultados pareceria deberse mas a
un bajo poder de discriminacion (Smith, 1971; Ott, 1990).

En Patagonia, en la misma poblacion que hemos analizado en esta tesis, a partir de un
estudio de segregacion compleja, Poletta (2010) sugiere el efecto de un gen principal en la
ocurrencia de LL/PH, cuya accién podria ser modificada por la accion de otro locus y/o de un
factor de exposicién ambiental. Este gen principal dominante tendria una baja penetrancia (6 a
15%) y la frecuencia del alelo de riesgo seria entre 1 y 9%, sumada a la de un componente
multifactorial (o varianza residual familiar no explicada por el gen principal). Otro aporte,
relevante para la interpretacion de nuestros resultados, y que significo un hallazgo trascedental en
el estudio de LL/PH, fue la evidenca de la contribucién de IRF6 a LL/PH (Zucchero y col., 2004).
Estos autores evaluaron 8.003 individuos en 1.968 familias de poblaciones asiaticas, euopeas y de
Norte y Sudamérica. Este trabajo revelé que todos los genes que contribuyen a la anomalia LL/PH,
gue aun no han sido identificados, tienen efectos muy pequefios comparados con el de IRF6 en la
ocurrencia de LL/PH. En relacién con los estudios de segregacion de Poletta (2010) y la evidencia
reportada por Zuchero y col., (2004), NAT2 no es un factor necesario ni suficiente para la
produccion de LL/PH. Sin embargo, no podemos desestimar alguna participacion en la generacion
de fisuras como parte de ese componente multifactorial o varianza residual no explicada por el gen
principal. Esta afirmacion esta sustentada ademas por el valor calculado de la fraccion atribuible
para la variante *5 (32,2%). Claramente la mayor proporcion de casos de LL/PH son resultado de

otros agentes etiol6gicos, no asociados a estos alelos.
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Cuando el alelo asociado estd en desequilibrio de ligamiento (LD) con el alelo de
susceptibilidad, significa especificamente que existe una asociacion no al azar entre dos
marcadores alélicos heredados. Para apreciar la naturaleza de las asociaciones debidas a
desequilibrio de ligamiento es necesario comprender como ocurren. Cuando una mutacion aparece
inicialmente en el genoma, ésta se produce en una zona particular del cromosoma y estd en
completo desequilibrio de ligamiento con cualquier marcador polimérfico adyacente en el ADN.
Por ejemplo, si una mutacion, M, ocurre proxima al locus A (con frecuencias alélicas de 0,6 y 0,4
para las variantes Al y A2 respectivamente), Al estara asociado un 100% con M. Esto es una
asociacion de base poblacional entre A1 y M debido a un completo desequilibrio de ligamiento
entre M y el locus A. Con el tiempo y los mecanismos de recombinacion, M eventualmente estara
en el mismo cromosoma que Al un 60% de las veces y un 40% con A2. Es decir, el ligamiento
todavia existe, pero la asociacion debido a desequilibrio de ligamiento desaparecié y My A

alcanzaron asi equilibrio de ligamiento.

En ausencia de seleccidn, el grado de desequilibrio de ligamiento depende de dos factores:
la distancia entre el marcador y la mutacién que confiere susceptibilidad y el tiempo transcurrido
tanto para la mutacion que confiere susceptibilidad como para el marcador. Una reciente mutacion
gue confiere susceptibilidad estard en desequilibrio de ligamiento con su adyacente marcador
genético en relacion con la distancia que los separe. Por ejemplo, mutaciones ocurridas alrededor
de 60.000 afios atras demostraron estar en desequilibrio de ligamiento con marcadores adyacentes
cuando el grado de recombinacién entre ellos era de 1 en 1.000 (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1971).
Sin embargo, las méas antiguas mutaciones demuestran que no so6lo el desequilibrio de ligamiento
depende de las distancia sino también de la tasa mutacional de los marcadores adyacentes. De esta
manera las mutaciones recientes de los marcadores estaran en diverso grado en desequilibrio con
los alelos de la anomalia, mientras que las antiguas no, ain aunque estén en proximidad con el
alelo de susceptibilidad. Por esto, la falta de asociacion aun permite pensar la posibilidad de que el
marcador estd tan proximo al alelo putativo y en equilibrio de ligamiento con él. En casos
especificos, como son las poblaciones genéticamente aisladas, puede existir desequilibrio de
ligamiento aun si las distancias entre el marcador y el alelo de susceptibilidad son mayores a 1cM.
En sintesis, la extension de estas regiones cromosomicas en desequilibrio de ligamiento disminuye
en cada generacion, producto de recombinacion y conversion génica. En base a los resultados
hallados, creemos que lo més probable es que el haplotipo NAT2 *5 no constituye una variante
funcionalmente relevante sino que estaria actuando como un marcador. Quizés sirva como tal en
ciertas poblaciones y en otras no, pues no estaria en desequilibrio de ligamiento con el gen causal,

situacion que depende de la historia particular de cada poblacion.
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PLAUSIBILIDAD BIOLOGICA: MECANISMOS BIOLOGICOS INVOLUCRADOS. NAT2 Y LA

ANOMALIA LL/PH

La manera en que estos polimorfismos afectan al riesgo de padecer la anomalia LL/PH no se sabe
con claridad. No obstante, la relevancia de la suplementacion de &cido folico (vitamina B9) para la
prevencion de FO puede ofrecernos algunos indicios. La vitamina B9 ha demostrado ser relevante
en la viabilidad fetal y desarrollo normal de la region craneana. Sin embargo, el mecanismo por el
cual su escasez produce FO no se conoce aun. Nelson en el afio 1947 establecié métodos para
inducir en ratas deficiencia nutricional de folatos y exacerb6 el uso de antagonistas para producir
muertes fetales, FO y otras malformaciones. Este trabajo fue replicado por Giroud y Boisselot
(1951) quienes delinearon una descripcion detallada de la importancia del momento de deficiencia
durante la gestacion. La carencia inducida en ratas entre los dias 1 a 9 de gestacion producian un
100% de reabsorciones fetales y entre los dias 10 y 11 los embriones morian y el 94% presentaban
PH. Si la privacién se retrasaba hasta el dia 15, el resultado era un 6% de nacidos muertos y
ninguno con PH. La falta de folatos demostré también ser relevante a(n en prevencién de FO en
perros: una dosis diaria de 5 mg de &cido félico disminuyé la frecuencia de FO en una linea de

Boston terriers que tenian una predisposicion genética para este desorden.

La relevancia de la suplementacion de &cido folico para la prevencion de FO es aln
desconocida. Sin embargo, estudios de medicamentos que modifican el metabolismo de folatos
podrian clarificar la relacion del NAT2 con las FO. La falta de &cido félico provocada por
antagonistas demostro ser causa de malformaciones en picos de pollos (Karnofsky y col., 1949).
Naga y col., (2002) a través de un estudio caso-control, observaron una frecuencia
significativamente mayor de paladar hendido en ratas que habian sido expuestas a 2,5 mg/kg/dia a
aminofenil-norharman (una amina heterociclica) durante los dias gestacionales 6 y 15. Asimismo,
el consumo materno de tabaco es un comprobado factor de riesgo para FO. Un meta-andlisis de 4
estudios estimd que madres que han fumando tabaco durante el embarazo tenian un riesgo 1,3
veces mayor de tener un nifio con LL/PH. EI mecanismo biol6gico que subyace a esta asociacion es
aun desconocido. El tabaco contiene una gran cantidad de toxinas. Los trabajos que estudian la
relacion consumo de tabaco y produccion de diferentes canceres han evidenciado riesgos asociados
a diferentes variantes de enzimas involucradas en los mecanismos de detoxificacion (Vineis, 2002).
Como hemos descrito, la acetilacién es la mejor ruta de biotransformacion para arilaminas y
farmacos de hidrazina, asi como para un gran nimero de toxinas y carcinégenos presentes en la
dieta, humo de cigarro y medio ambiente. De este modo, compuestos cuya via de metabolizacion
sea la acetilacion, podrian ser factores de riesgo para LL/PH en individuos portadores de alelos de
NAT2 que determinan baja capacidad metabolizadora. En ellos, la acumulacion de aminas podria

generar toxicidad, deprimiendo el ciclo de los folatos y provocando finalmente disrupciones en la
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embriologia. Por lo dicho anteriormente, NAT2 podria tener un rol en el aumento de la
susceptibilidad a LL/PH. Pero no s6lo para esta malformacion. Avalan esa afirmacion
investigaciones que han explorado el riesgo de variantes alélicas de este gen y el desarrollo del tubo
neural. En relacion con esto ultimo, la literatura es extensa y relevante para fisuras orales debido a
que ambas estructuras se originan de las crestas neurales, por lo tanto podrian compartir eventos

durante el desarrollo embrionario (Lammer y col., 1985).

El patron de expresion de NAT2 en el desarrollo embrionario no ha sido intensamente
estudiado en mamiferos. Sin embargo el gen homoélogo NAT1 ha sido detectado en el estadio de
blastocisto y en placentas humanas tempranamente, en las 5,5 semanas de gestacion (Smelt y col.,
2000). En ratones, la expresion de Nat fue evidenciado en el dia 10 de gestacion tanto en embriones
como en tejidos placentarios (Mitchell y col., 1999; Stanley y col., 1998). Estos trabajos evidencian
la expresion de estos genes en la ventana temporal critica del desarrollo del labio y el paladar.

Otra razén importante para vincular las variantes de NAT2 y su relacién con fisuras orales
son los resultados previos de asociacién con otras patologias (Bell y col., 1995; Brockton y col.,
2000). El polimorfismo de NAT2 se ha relacionado con la posibilidad de tener mayor riesgo de
desarrollar determinadas enfermedades, ademas de sufrir con més facilidad los efectos adversos de
farmacos metabolizados por acetilacion. Dentro de estas enfermedades, aquellas que han recibido
mas atencion han sido las neoplasicas. Ello se debe a que determinadas sustanias cancerigenas del
tipo de aminas aromaticas son metabolizadas por la enzima NAT2, por lo cual se podria especular
gue aqguellos individuos metabolizadores lentos tendrian mas posibilidades de desarrollar
determinadas neoplasias. Pero la acetilaciéon no s6lo es la via de detoxificacion de ciertos
compuestos potencialmente cancerigenos, sino que en ocasiones, determinadas sustancias
procancerigenas pueden ser activadas mediante O-acetilacion produciendose acetoxiarilamidas.
Estas se rompen espontaneamente originando iones aril-nitrenios, altamente reactivos y
responsables de mutaciones en el ADN. Ademas no sélo intervienen estas enzimas, sino que
intervienen otras vias metabélicas como la del citocromo P450 122 (CYP1A2). Dependiendo de la
selectividad de las diferentes enzimas, los distintos productos quimicos seguirdn unas vias
metabdlicas u otras. EI cancer que parece estar mas relacionado con el polimorfismo de NAT2 es el
de vejiga. Diferentes estudios relacionan claramente el fenotipo y el genotipo acetilador lento con
cancer de vejiga (Evans y col., 1983; Marcus y col., 2000). De otro modo, son numerosos los
estudios que vinculan a los metabolizadores rapidos con una mayor propension a padecer cancer
colorectal (llett y col., 1987; Lang y col., 1986). Brockton y col., (2000) en una revisién
concluyeron que si NAT2 juega un rol en el desarrollo de neoplasias, es probable que este gen
tenga un rol en la modificacion en la relacion entre exposicion ambiental y desarrollo de

enfermedades.
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En resumen, este trabajo intent6 dilucidar la contribucion de la region 8p23.1 a la etiologia
de LL/PH. Los resultados hallados en este trabajo permiten la aceptacion de la hipétesis alternativa
que afirma que los alelos que determinan fenotipo acetilador estan asociados con la ocurrencia de
LL/PH. Sin embargo, debemos ser prudentes con nuestros resultados. Es indudable que dado el
cardcter multifactorial de la anomalia LL/PH, el analisis de una o dos variantes genéticas de
enzimas asociadas al metabolismo de xenobidticos no es sufieciente como herramienta de
evaluacion de susceptibilidad. Creemos que el haplotipo NAT2 *5 no constituye una variante
funcionalmente relevante sino que estaria actuando como un marcador. Quizas sirva como tal en
ciertas poblaciones y en otras no, pues no estaria en desequilibrio de ligamiento con el gen causal,
situacion que depende de la historia particular de cada poblacion. Asi, el hallazgo de asociacion,
constituye el primer paso en el inicio del mapeo fino en busca de la region o locus que contiene el
gen causal o de susceptibilidad. Sin embargo, identificar cual de los genes es el causante y cual de
los polimorfismos y mutaciones encontradas en ese gen son los funcionales, las vias mediante las
cuales interactan los mdltiples productos génicos junto a los factores ambientales para la
expresion de fenotipos complejos, es aln una tarea muy dificil. Algunos criterios son los estudios
de expresion en el tejido enfermo, conservacion de las secuencias a través de la evolucion y
estudios funcionales en animales genéticamente modificados. Actualmente no hay pruebas
genéticas disponibles. El fin dltimo de los trabajos de asociacion, es la identificacion de genes de
susceptibilidad genética para incrementar el uso rutinario de analisis genotipicos con fines
diagndsticos y terapéuticos, para permitir entonces el desarrollo de estrategias preventivas mas
eficaces.
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¢ Qué te parece desto, Sancho? Dijo Don Quijote
Bien podran los encantadores quitarme la ventura,
pero el esfuerzo y el &nimo, sera imposible.
Segunda parte del Ingenioso Caballero

Don Quijote de la Mancha Miguel de Cervantes

Nuestro trabajo, mediante un disefio caso-control de base familiar, confirma la asociacion entre el
alelo *5 que determina fenotipo acetilador lento y la ocurrencia de la anomalia congénita LL/PH.
Los SNPs seleccionados en este trabajo podrian servir como marcadores en desequilibrio de
ligamiento de haplotipos que si lo son. Como marcadores, algunos SNPs podrian ser méas
informativos en unas poblaciones que en otras y esto podria explicar algunas discrepancias en los
resultados de asociacion de estos SNPs de NAT2. Asimismo, no podemos desestimar alguna
participacion en la generacion de fisuras como parte del componente multifactorial o varianza

residual no explicada por el gen principal.

En relacion con la contribucion del componente amerindio en la muestra estudiada, en los
linajes mitocondriales, se observo una alta frecuencia de haplogrupos nativos americanos (88%).
De otro modo, para el cromosoma Y, los haplogrupos nativos mostraron una frecuencia promedio
de 22% con una representatividad muy diferente de un hospital a otro. Estos resultados sugieren
una fuerte contribucion nativa para la linea materna pero no para la paterna, indicando de esta
forma concordancia con los los registros histéricos sobre mestizajes en Centro y Sudamérica,

involucrando mayormente a mujeres americanas y hombres extranjeros.
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Formulario de Consentimiento para la toma de muestras de sangre
Programa de Tratamiento y Prevencion de Malformaciones Congénitas.

Prevencion Terciaria mediante Tratamiento Pediatrico Sistematico llevado a cabo
por Estudio Colaborativo Latino-Americano de Malformaciones Congénitas
(ECLAMC).

Investigadores responsables:

Dr. Eduardo E Castilla: ECLAMC/GENETICA/FIOCRUZ Av. Brasil 4365, Pav. 26,
sala 617 21045-900, Rio de Janeiro, Brasil. Tel: (55-21) 3865-8141 Fax (55-21) 2260-
4282 castilla@centroin.com.br

Dr. Jorge S. Lopez Camelo: Laboratorio de Epidemiologia Genética. Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE). 526 /10 y 11. CC 403. 1900 La Plata.
Argentina. Tel: (54 221) 4210112, Fax (54 221) 4210112 int 222

EXPLICACION:

La mayoria de las malformaciones congénitas no tienen causa conocida. Es posible que
factores familiares y ambientales sean conjuntamente la causa de estas malformaciones.
Usted esté siendo invitada a participar de una investigacion para ayudar a comprender
mejor por qué estas malformaciones ocurren y como tratar a nifios con fisuras orales. El
objetivo de este formulario de consentimiento es solicitarle una muestra de sangre porque
usted es familiar de un nifio recién nacido con una fisura oral que esta participando de este
estudio.

Su participacion es voluntaria y su bebé continuara recibiendo el tratamiento habitual,
participe o no de este estudio.

Su participacion en esta parte del estudio incluye la extraccion de una pequefia cantidad de
sangre (alrededor de 3 ml) a usted. Esta, como cualquier otra extraccion de sangre, puede
ocasionar una molestia, asi como una pequefia mancha roja en el lugar del pinchazo, y méas
raramente que le baje la tension arterial. Usaremos la sangre para estudiar las causas, tanto
de fisuras orales como de otros defectos asociados. Las muestras de ADN extraidas de la
sangre seran almacenadas mientras dure este estudio y otros relacionados con él. Esto sera
hecho sin costo alguno para usted y se le informaréa acerca de los resultados que podrian ser
beneficiosos para su futura familia. Ningun otro analisis sera hecho con estas muestras.

Esta investigacion podra ayudar mucho a las personas en el futuro, porque podremos
estimar mejor el riesgo de tener un bebé con estas malformaciones y asi tratar de
prevenirlas. Usted podria ser convocada en el futuro para participar en otros estudios
relacionados con éste.

Su identidad no serd nunca revelada. Para preservar el anonimato las muestras se
identificaran con un codigo. Usted puede interrumpir su participacion en este estudio en
cualquier momento y en ese caso puede solicitar que los remanentes de las muestras de
sangre sean eliminados, llamando a Jorge S. Lopez Camelo al teléfono (54221) 4210112.

Si usted tuviera dudas mas tarde sobre sus derechos como participante del estudio, podra
entrar en contacto con Jorge S. Lopez Camelo al teléfono (54221) 4210112.
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Si usted quisiera participar, firme este formulario después de leerlo cuidadosamente y de
hacerle todas las preguntas que considere necesarias al médico a cargo de su hijo.
Su firma debajo indica que usted entendid y acepto.

Firma del familiar al que se le extrae la muestra de sangre

Firma del testigo

Dr. Jorge S. Lépez Camelo

Nombre y Apellido del Investigador Responsable

Lugar y fecha
Caso Namero: |__ | | ||| ||
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Ficha del caso y del control.

NOMBRES= ECLAMWMTEC
DIRECCION: il H
telefono: Municipio: Oeste Dotro= parrie DDD DDL—J l__—”:] DD D[.—_I

O Malformado

0O Control siguiente

O Contral no siguiente DE

MALFORMACIONES

HOSPITAL DIA MES  ANO

N° Hist. | | ol I
pesol _|_|_|_lg GesTAa|_|_|
OPEG CAEG CGEG EDAD GESTAC | | |semanas
NACIDO Ovivo Omuerto  Oaborto

SEXO Omasc Ofemen DOintersexo

ALTA Ovivo  Dmuerto DOsin alta Edad | | dias
PRESEN Ocefal DOpodal DOotra

PARTO Despon Ovacum DOforcp Dcesarea
GEMELAR [Ono Osi: |
EVIDENCIAS MELLIZO NO MALFORMADO

OClinica ORDEN 0O1° oz° OoOtro
DORadiologica NACIDO DOvivo DOmuerto o AE
OQuirdargica ALTA Ovivo DOmuerto ONE
OAutopsia SEXO Dmasc Ofeme ONE

OUS . Prenatal PRES Ocefal Opodal DOotra
OuS.Postnatal  |PARTO  DOesp  Dvac Ofore Clcesar
OEcocardio _

OCitogenst PesO=|__|_I_|

EDAD DE DIAGNOSTICO

DEJE EN BLANCO

O PRENATAL O NATAL (1% dia)
0 POSTNATAL: |_|_
Marcar: (Dias) (Meses) (Afios)

CONSULTAS PRENATALES [No [CISi ULTIMA MENSTRUACION dia] ][] mes[ || | ano[ ][ ]
NUMERO |__|_| De: a: semanas
LUGAR DOAqui O Otro: PLACENTA:PESO| | | | _|an:
us O No OSi Fecha1®US__/ J/ N°total de US:
OTROS (Especificar): GRUPOS SANGUINEOS CORDON N
RESULTADOS: 0+ O- A+ A- B+ B- AB+ AB- | em.Largo
RN Ooo0OooOooOd O D | vasos
Madre 0 O O O O O O O | Circulares
DEJEENBLANCO SF O No O Si |Padre 0O O D DO O O | Nudos
ANTECEDENTES DEL EMBARAZO P TRIMESTRE
NO | & | ESPECIFICACIONES BliTz27 e
INMUNIZACIONES
SIGNOS y SINTOMAS
ENFERM.AGUDAS 1
2
ENFERM.CRONICAS
FACTORES FISICOS
MEDICAMENTOS 1
2
3
4
METRORRAGIA
FUMA [T cigarrillos diarios promedio
BEBE SE EMBORRACHO O nunca [ ocasional O frecuentemente
ALCOHOLISMO SEVERQ O no O sl BN
DROGA: cocaina, eic
v € /\ < SON TODOS HIJOS DEL MISMO PADRE?
Gestacion 1 2 3 a 7 8 9 0 11 12 | 13 | 14 | 15 | O s 0O no- Especifique con ¥ en el cuadro
Producto NV NM AE FECHA DE INICIO DE CONVIVENCIA
Sexo M F | dia‘/mes/afo ! / 1
Dia de nacimiento CONCIBE FACIL O s1 [ NO=
Mes de nacimiento O HizZOESTUDIOS [ HIZO TRATAMIENTOS
Afio de nacimiento ESCOLARIDAD OCUPACION
Edad | Apellidos Lugar de Nacimiento Pais Nac. MAD PAD MAD PAD
Localidad Estado | Pais | "= [ Awein | NONolee O 0O De la casa [w =]
MADRE T 11 I T T 1 - NO:Si lee O O Desocupade 0O O
PADRE | Prim.Incomp O O Obrnocalif O O

1 1 1 L
MALFORMADOS EN LA FAMILIA O1si

OnNo  CONSANGUINIDAD PARENTAL Osi ONO

Prim.Comp O O

Obr.calificado O 0O

Secund.lnco O 0O

Obr.independ O 0O

Secund.ComO 0O Empleado o o
Univ.lncomp O DO Patrén O o
Univ.Comp 0O DO Prof/Ejecut 0O 0O

ACTIVIDAD OCUPACIONAL DE LA MADRE

Trabaja afuera? O no DO si: Especificar=
ANTEPASADOS

O Europeos latinos O Turcos

O Europ. no latinos O Negros

O Judios O Orientales

0O Nativos O Otros

-75-



