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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue probar la
posible asociacion de uno o mas microsatélites locali-
zados en 4q25-4q33 y FLPNS. Se analizd una mues-
tra de 51 genealogias extensas. A partir de estas gene-
alogias se obtuvieron 51 trios caso-progenitores, que
se estudiaron con el programa extended transmision
disequilibrium test (ETDT). Ademas se colectd a 51
probandos y 94 controles para un estudio caso-con-
trol en poblacion chilena y se postuld comprobar las
diferencias entre ambos estudios de asociacion. Se
analizaron los microsatélites D4S1570, D4S1615,
FGA, UCPI y D4S1597 ubicados en 4q, utilizindose
la técnica de la polimerasa en cadena (PCR) para el
analisis de ADN, marcandose la hebra lider con un
fluorocromo. Los resultados electroforeticos fueron
analizados en un secuenciador automatico ABI
PRISM 377. Observandose que FGA en el grupo
control y FGA, D4S1570 y D4S1597 en los pacientes
estaban en equilibrio de H-W. Estos resultados impli-
can que un estudio caso-control no es adecuado para
el estudio de estos marcadores. Para obviar este pro-

blema se utilizo el programa ETDT, observandose
que los microsatélites D451570, UCP1 y D4S1597
presentaron una asociacion tipo alélica en familias
multiplex. Estos resultados sugieren que estos micro-
satélites se encontrarian cerca de 1 o mas genes can-
didatos de esta malformacion en la region 4q24-4q31.

Palabras claves: fisura labio palatina no sindromica
(FLPNS), estudio de asociacion, extended transmi-
sion disequilibrium test (ETDT), microsatélites

Abstract

The objective of this investigation is to test the hypo-
thesis of the possible association of one or more
microsatellites located on 4q25-4q33 with NSCLP. In
this study a sample of 51 extended pedigrees were
analyzed. From these pedigrees a sample of 51 case-
parents trios was obtained. A novel genetic analysis
was carried out using the Extended Transmission
Disequilibrium Test (ETDT). Also a case control
study was carried out with the 51 probands of the
case-parents trios plus a sample of 94 controls of the
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Chilean population to test if differences were obser-
ved resulting from the methods used for the associa-
tion studies. Microsatellites D4S81570, D4S1615,
FGA, UCPI and D4S1597 located in 4q were analy-
zed. The polymerase chain reaction (PCR) was used
for analysis of DNA. Forward primers were marked
with fluorescent-dye-label. Electrophoresis and analy-
ses were carried out in an ABI PRISM 377 automatic
sequencer. In the case-control study, only FGA was in
H-W equilibrium in controls, whereas FGA,
D451570 y D4S1597 were in H-W equilibrium in
cases. These results imply that a case control study
does not represent an adequate procedure to carry out
an association study between the aforementioned
microsatellites and NSCLP. In order to obviate this
problem the ETDT program was used. From all of
the analyzed microsatellites, D451570, UCP1 and
D4S51597 presented significant allele wise association
in those case-parents trios to multiplex families. This
result suggests that these microsatellites would be
located close to one or more candidate genes for this
malformation in 4q24-4q31.

Key words: Nonsyndromic cleft lip palate, associa-
tion study, extended transmission disequilibrium test,
microsatellites.

Introduccion

La fisura labiopalatina no sindrémica (FLPNS) es
una malformacion congénita cuya tasa de incidencia
es variable y depende del origen étnico de la pobla-
cion en estudio. Estas tasas van desde 1.7/1000 naci-
dos vivos en asiaticos, 1/1000 en caucasicos y
0.6/1000 en poblaciones de origen negroide (1).

Los primeros estudios de la FLPNS comenzaron ana-
lizando genealogias de familias afectadas con esta
malformacion, observando que habia una tendencia a
encontrar mas de un afectado en ciertas familias
(familias multiplex) en comparacion a otras que teni-
an solo un afectado (familia simplex). Formalmente,
estos estudios comenzaron en 1942 con Fogh
Andersen (2), quien propuso un modo de herencia
autosomico dominante con baja penetracion.
Posteriormente, diversos investigadores estudiaron el
modo de herencia de esta malformacion. Carter et al.,
(3) y Fraser FC (4) postularon el modelo multifacto-
rial con umbral de expresion. A mediados de la déca-
da del ochenta, otros estudios sobre el modo de
herencia postulan el modelo de gen mayor (5,6). En
Chile, los estudios realizados por Palomino et al., (7)
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y Blanco et al., (8) proponen el modelo de herencia de
gen mayor autonomico dominante con baja penetra-
cion. Aunque el modo de herencia atn no esta clara-
mente determinado, en la actualidad, el modelo mas
aceptado es el de oligogenes (varios genes interac-
tuando entre si) (9), (10).

Con el proposito de identificar y ubicar a estos genes
mayores del cual se tenia conocimiento por los estu-
dios de modelo de herencia, es que se han utilizado
las herramientas que brinda la genética molecular,
Marcadores moleculares como RFLP's (vestriction
Sfragment length polymorphism), microsatélites o SNP's
(single nucleotide polymorphism) han permitido la bus-
queda de este gen candidato en las regiones cromoso-
micas 1g4l, 2p13, 4p16, 4925-31, 5q11, 6p13, 7p13y
7q36, 17921, 18921 y 19913 (11), (12), (13), (14),
(15), (16).

Algunos de estos estudios han propuesto que un locus
para FLPNS estaria localizado en el brazo q del cro-
mosoma 4 (17), (18). Considerando estos anteceden-
tes, el objetivo de la presente tesis es investigar la posi-
ble asociacién de uno o mas microsatélites localiza-
dos en la region cromosdémica 4q25-q33 con FLPNS.

Materiales y métodos

Con este fin se analizo una muestra de 51 genealogi-
as con FLPNS a partir de las cuales se obtuvo una
muestra de 51 trios caso-progenitores. Este analisis
genetico que evita los problemas de estratificacion
poblacional de los estudios caso-control es llevado a
cabo aplicando el programa Extended Transmisssion
Disequilibrium Test (ETDT) que fue desarrollado por
Sham et al. (19). Ademas se analizé 51 probandos
con FLPNS provenientes del disefio caso-progenito-
res y 94 individuos control de la poblaciéon chilena
para realizar un estudio caso-control, esto permitio
comparar si existian diferencias en los resultados de
asociacion utilizando el estudio caso-control y el dise-
fio de trios caso-progenitores,

Se utilizaron los microsatélites D4S1570, D4S1615,
FGA, UCP1 y D4S1597 empleando los protocolos
indicados por Dib et al., (20), Mill et al (21), Gyapay
G. (22) comprendidos en la region anteriormente
mencionada del cromosoma 4 (Figura N° 1).
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En las muestras de ADN se analizaron los marcado-
res genéticos indicados mediante la técnica de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). En este estu-
dio se introdujo el uso de fluorocromos para marcar el
partidor directo (forward primer), esto permitid cargar
en un mismo carril de la electroforesis el producto de
los diferentes microsatélites junto a un estindar de
peso molecular también marcado con fluorocromo.
La electroforesis y su lectura se llevaron a cabo en un
secuenciador automatico ABI-PRISM 377, equipo
que capta las emisiones fluorescentes de los productos
de PCR (Laboratorio de Sintesis y Analisis de
Biomoléculas, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile).

Resultados

Los resultados del analisis molecular fueron ingresa-
dos a bases de datos para el estudio caso-control y el
diseflo de trios caso-progenitores. Previamente se
determind si la poblacién chilena se encontraba en
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) en la poblacion
control chilena y en los probandos con FLPNS,

encontrindose que solo FGA est4 en equilibrio de H-
W (p=0.577; 0.925, respectivamente) para la pobla-
cion control chilena (Tabla N° 1). En tanto que FGA
(p=0.953; 0.904), D4S1570 (0.953; 0.217) y D451597
(0.747; 0.999) estaban en equilibrio de H-W en el
grupo de fisurados (Tabla N° 2).

Estos resultados implicarian, que bajo las condiciones
antes mencionadas y al efectuar un estudio de asocia-
cién con el diseflo caso-control, este podria conducir
facilmente a lo que se denomina falsos positivos, razon
por la cual esta metodologia no parece adecuada para
llevar a cabo el analisis de asociacion propuesto entre
los microsatélites antes mencionados y FLPNS.

Para obviar los problemas planteados en el pérrafo
anterior se utilizo el programa Extended Transmis-
sion Disequilibrium Test (ETDT) de Sham and
Curtis, 1995. Este programa efectia los analisis me-
diante la utilizacion de los trios formados por los pro-
genitores heterocigotos y el afectado.

Aplicando esta metodologia, ETDT entrega tres
resultados: la asociacion tipo alélica, razon de alelos
transmitidos vs no transmitidos y asociacion tipo
genotipica. Del total de microsatélites analizados solo
D4S51570 (p=0.031), UCP1 (p=0.059) y D451597
(p=0.040) presentaron asociacion tipo alélica en trios
caso-progenitores provenientes de familias multiplex
(trios multiplex) (Tabla N® 3). La concordancia del
resultado anteriormente mencionado y el anteceden-
te de asociacidon caso-control del microsatélite
D45192 en poblacion chilena (Paredes et al., 1999),
sugieren que los tres microsatélites presentarian una
asociacion atribuible a la cercania con un gen o genes
candidatos para esta patologia. Al subdividirse a los
trios en ascendiente con FLPNS por via materna
(n=22) o por via paterna (n=24) se observo que sélo
UCPI present6 una asociacion alélica en trios multi-
plex por ascendiente materno (p=0.041).

El analisis de la razon entre los alelos transmitidos vs.
los no transmitidos para cada microsatélite, no pre-
sentd una transmision preferencial de alguno de los
alelos con la malformacion. Del mismo modo, los
resultados obtenidos por la asociacion tipo genotipica
permiten deducir que s6lo 3 de los 5 microsatélites
presentaron una asociacion para la forma genotipica.
A pesar de las limitaciones que tiene ambos analisis,
los resultados serian concordantes con las observacio-
nes obtenidas en la asociacion tipo alélica, es decir,
que la regiéon comprendida en este estudio contendria
a uno o mas genes candidatos para FTLPNS.
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Tabla N° 1

Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) en controles para los
microsatélites D4S1570, D4S1615, FGA, UCPL y D4S1597.

Tabla N° 2

Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) en FLPNS para los
microsatélites D4S1570, D4S1615, FGA, UCP1 y D4S1597.

Microsatélites Equilibrio de Hardy - Weinberg Microsatélites Equilibrio de Hardy - Weinberg

y2 de Pearson | Razén de Verosimilitud* %2 de Pearson | Razén de Verosimilitud*
D4S1570 58.604 (p=0.000) 48.517 (p=0.009) D4S1570 30.343 (p=0.953) 42.301 (p=0.217)
D451615 41.864 (p=0.004) 20.304 (p=0.502) D4S1615 30.969 (p=0.008) 34.091 (p=0.003)
FGA 63.141 (p=0.577) 50.11 (p=0.925) FGA 30.343 (p=0.953) 33.16 (p=0.904)
UCP1 89.065 (p=0.003) 69.997 (p=0.345) UCP1 89.065 (p=0.030) 69.997 (p=0.345)
D451597 55.276 (p=0.002) 42.452 (p=0.212) D451597 47.697 (p=0.747) 27.379 (p=0.999)

* Version STATA 7.0
%2 significado (p=<<0.05)

TablaN°3

* Version STATA 7.0
x2 significado (p<<0.05)

Asociacion para el total de alelos (allele-wise) de los microsatélites D4S1570, D4S1615, FGA, UCPL y FLPNS

utilizando el programa ETDT

D4S170 D451615 FGA UPC1 D4S1597

A A A A A

Totalde Trios n=51 0.101 0.061 0.196 0.087 0.546
Trios Mx n=23 0.0318 0.108 0.790 0.0598 0.0408
Trios Sx n=28 0.178 0.404 0.016 0.683 0.350
Trios Mx arigen materno* n=11 0.203 0.196 0.999 0.0418 0.318
Trios Mx origen paterno** n=12 0.265 0.999 0.459 0.243 0.095

A= probabilidad de la prueba de cociente de verosimilitud basado en distribuciones chi-cuadrado.

B= probabilidad estadisticamente significativa de la prueba de bondad de ajuste del modelo alélico.
*= Origen materno: factores genéticos que dan origen al probando y que se explican por via materna.
**= Origen materno: factores genéticos que dan origen al probando y que se explican por via paterna.

Mx= Multiplex
Sx= Simplex
n= Namero de trios

Discusion

En resumen, el analisis utilizando el programa ETDT
sugiere que la region cromosomica donde seria ade-
cuado continuar con la busqueda del gen candidato es
donde se ubicarian los marcadores D4S1570, UCP1,
y D451597 debido a la asociacion tipo alélica encon-
trada al analizar a los trios multiplex.

Considerando estos resultados, ha sido posible deli-
mitar la region de blsqueda de genes candidatos de
FLPNS a la region 4q24-4q31, quedando excluida la
region 4q32-4q33 que es una region cromosomica
que se hallaba asociada al llamado sindrome de 4q.
La exclusion se fundamenta en el hecho que en dicha
region se encontrarian genes involucrados en el des-
arrollo medio del cuerpo, en que se incluirian algunos
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genes de desarrollo craneo-maxilofacial (26,27). En
este caso, la fisura estaria asociada a otras malforma-
ciones y, por lo tanto, el gen o genes que estan en esta
region no serfan solo de fisura, sino probablemente
genes de efecto pleiotropico.

Los analisis que se realizaron en esta tesis se llevaron
a cabo bajo este supuesto y se procedi6 a buscar a los
posibles genes candidatos de FLPNS en la region
4q24-4q31 y de la deleccién de novo en 4q32-34. Se
comenzo la busqueda de genes en la pagina Web del
Genome Data Base, luego se compard esta informa-
cién con antecedentes experimentales de estos genes
candidatos y su posible funcion en el desarrollo cra-
neo-maxilo-facial. Se encontrd que los genes
(SMADI1) mothers against decapentaplegic-mad e
(HHIP) interacting hedgehog protein, parecieran ser



los genes mas probables de esa region cromosdmica
que estarian involucrados en la etiologia de la
FLPNS, ya que los resultados de trabajos experimen-
tales demuestran fehacientemente que estos genes
estan involucrados en las vias metabolicas que condu-
cen el desarrollo normal maxilofacial (23), (24), (25).
En tanto que (DHAND) Helix-loop-Helix Transcription
Factor Derivated of Neural Crest seria un gen asociado a
la deleccion de novo 4q32-q34 (26), (27) (Figura N°
2).

Figura N° 2
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Conclusiones

Por lo expuesto, un aporte de esta investigacion es la
postulacion de SMAD1 y HHIP como genes candida-
tos de FLPNS vy, por lo tanto, la continuacién a esta
tesis seria realizar un andlisis de "ligamiento en pre-
sencia de desequilibrio de ligamiento" de los genes
candidatos antes mencionados en familias multiplex.
Sin embargo, el aporte mas interesante es la aplica-
cion de dos metodologias diferentes en la busqueda
de genes candidatos en enfermedades complejas.
Considerando que estas enfermedades representan
aproximadamente el 90% de las enfermedades genéti-
cas humanas, es importante el conocimiento de nue-

vas herramientas que permitan delimitar regiones
cromosémicas y buscar los genes que darian cuenta
del fenotipo en estudio.

De los resultados observados, el estudio de asociacion
utilizando el disefio de trios caso-progenitores ha
constituido una apropiada alternativa a los estudios
caso-control para el estudio de enfermedades comple-
jas como es el caso de esta malformacion.
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