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Resumen

Caracterizacion funcional de variantes (SNV, Indels, CNVs) analizadas por
medios computacionales en 5 familias dominicanas con labio y/o paladar
hendido no sindrémico.

Introduccion: El labio y/o paladar hendido es una anomalia congénita, la mas
frecuente a nivel facial. Puede tener una etiologia multifactorial o genética. En
Republica Dominicana y en particular la region de Cibao, se identifica una alta
frecuencia diagnostica de hendiduras orofaciales; sin embargo, son pocos los
estudios alrededor de la anomalia.

Objetivo: Determinar la estructura y funcionalidad de variantes (SNV, Indels,
CNVs) asociadas con labio y/o paladar hendido no sindrémico en cinco familias
dominicanas con herencia autosémica dominante, a través de secuenciacion
masiva y analisis computacional.

Metodologia: Se reclutaron cinco familias dominicanas mediante la base de datos
de la Fundacién Nifios que Rien, a quienes se les realiz6 arboles genealdgicos con
datos clinicos y poblacionales sobre tres generaciones en cada familia. Se hizo una
revision clinica sistémica y orofacial, analisis de genoma completo en trio mediante
el uso de tecnologia lllumina por medio de la plataforma HiSeqX con profundidad
promedio de 30X. Se tuvieron en cuenta elementos de la historia clinica y los
criterios de clasificacién de variantes para la definicion final. Se hizo un analisis
integral mediante herramientas bioinformaticas a las variantes relacionadas a labio
y/lo paladar hendido no sindromico con el fin de entender sus mecanismos
biologicos con relacion a su funcionamiento y al desarrollo de fisuras orofaciales en
los seres humanos, mediante modelamiento de proteinas, construccion de red de
genes y acoplamiento molecular.
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Resultados: Se encontraron ocho variantes relacionadas con riesgo de
enfermedades; solo una de ellas fue asociada al desarrollo de fisuras orofaciales:
una variante tipo CNV en el gen del factor 6 regulador de interferon (IRF6) con
clasificacion patogénica identificada en una familia afectada. Los factores
ambientales identificados no fueron concluyentes. Se crearon tres modelos de
IRF6, uno del dominio a union a ADN sin cambios patogénicos, otro de la variante
con pérdida de los primero tres exones y un ultimo de la proteina completa.
Mediante herramientas bioinforméticas se obtuvo un modelo de acoplamiento
ADN-Dominio uniéon ADN de IRF6, no publicado en la literatura previamente. Se
construy6 una red de genes relacionados a IRF6 y el desarrollo de labio y/o paladar
hendido no sindromico.

Conclusiones: Se detectd una variante tipo CNV consistente en una delecion de
una copia de los exones 1-3 del gen IRF6 asociada a fisuras orofaciales no
reportada previamente en la literatura. Se creé un modelo de acoplamiento de
ADN-proteina con IRF6 no publicado en la literatura cientifica. Se hizo un modelo
nuevo de red de genes relacionado a IRF6 y labio y/o paladar hendido no
sindromico. Por otro lado, se resalta la importancia de la realizacion de pruebas
moleculares para ofrecer asesoramiento genético a las familias y pacientes.

Palabras Claves: labio hendido, paladar hendido, no sindrémico, secuenciacion
del genoma completo, IRF6, simulacion computacional, simulacion acoplamiento
molecular, red de genes.



Abstract

Functional characterization of variants (SNV, Indels, CNVs) analyzed by
computational means in 5 Dominican families with non-syndromic cleft lip
and/or palate.

Introduction: Cleft lip and/or palate is a congenital anomaly, the most frequent at
the facial level. It may have a multifactorial or genetic etiology. In the Dominican
Republic and in particular the Cibao region, a high diagnostic frequency of orofacial
clefts is identified; however, there are few studies around the anomaly.

Objective: To determine the structure and functionality of variants (SNV, Indels,
CNVs) associated with non-syndromic cleft lip and/or palate in five Dominican
families with autosomal dominant inheritance, through massive sequencing and
computational analysis.

Methodology: Five Dominican families were recruited through the database of the
Niflos que Rien Foundation, to whom family trees were made with clinical and
population data on three generations in each family. A systemic and orofacial
clinical review was made, complete genome analysis in trio using lllumina
technology through the HiSegX platform with average depth of 30X. Elements of
the clinical history and the variant classification criteria were taken into account for
the final definition. A comprehensive analysis was made using bioinformatic tools
of the variants related to non-syndromic cleft lip and/or palate in order to understand
their biological mechanisms in relation to their functioning and the development of
orofacial clefts in humans, through protein modeling. Gene network construction
and molecular docking.
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Results: Eight variants related to disease risk were found; only one of them was
associated with the development of orofacial clefts: a CNV-type variant in the
Interferon Regulatory Factor 6 (IRF6) gene with a pathogenic classification
identified in an affected family. The environmental factors identified were not
conclusive. Three models of IRF6 were created, one of the DNA-binding domain
without pathogenic changes, another of the variant with loss of the first three exons,
and a last one of the complete protein. Using bioinformatic tools, a DNA-DNA
binding domain coupling model of IRF6 was obtained, not previously published in
the literature. A network of genes related to IRF6 and the development of non-
syndromic cleft lip and/or palate was constructed.

Conclusions: A CNV-type variant consisting of a deletion of one copy of exons 1-
3 of the IRF6 gene associated with orofacial clefts not previously reported in the
literature was detected. A model of DNA-protein docking with IRF6 not published in
the scientific literature was created. A new model of gene network related to IRF6
and non-syndromic cleft lip and/or palate was made. On the other hand, the
importance of performing molecular tests to offer genetic counseling to families and
patients is highlighted.

Keywords: cleft lip, cleft palate, non-syndromic, whole genome sequencing, IRF6,
computer simulation, molecular docking simulation, gene network.
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PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDB Protein Data Bank

PH Paladar hendido

PPP Puntos por pulgada

RMN Resonancia magnética nuclear

SNV Variante de un solo nucleétido

SPP Sindrome de Pterigium Popliteo

TEM Microscopio electrénico de transmision




TGFA Factor de crecimiento transformante alfa

VUS Variantes de significado incierto

SVW sindrome de Van Der Woude

WGS Secuenciacion de genoma completo
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Planteamiento del problema

Las anomalias congénitas representan un problema de salud a nivel mundial, la
OMS reporta 270.000 recién nacidos que mueren cada afio durante las primeras
semanas de vida por alguna de estas causas. ! El labio y/o paladar hendido (L/PH)
es una anomalia congénita frecuente, tiene una incidencia mundial de 1 en 700
nacidos vivos (NV), ? la prevalencia varia segun la etnia, por ejemplo, es mayor en
asiaticos y nativos americanos (1 de cada 500 NV), seguida por la poblacién

europea e hispana (1 en 1000 NV) y mas baja en africanos, (1 de cada 2500 NV).3

Con relacion a la etiologia del L/PH son varias las causas sefialadas, estas incluyen
factores ambientales, infecciosos, epigenéticos y genéticos. 4® La Asamblea
Mundial de la Salud adopt6 una resolucion en el 2010 que integro el fortalecimiento
en registro y vigilancia de los defectos congénitos, ademas de robustecer los
conocimientos y abrir campo en la investigacion sobre estos temas; ’ sin embargo,
en algunos paises aln no se tiene un registro epidemiolégico ni programas fuertes
en anomalias congénitas como es el caso de Republica Dominicana, donde se llevé
a cabo el estudio, no cuenta con estadisticas claras sobre L/PH, lo que evidencia

la necesidad de ahondar mas sobre las hendiduras orofaciales.



Existen algunos reportes sobre L/PH asociados a misiones humanitarias en
Republica Dominicana, con referencia a protocolos de cirugia y a la descripcion de
procesos en dicha anomalia, sin datos estadisticos ni epidemioldgicos
relevantes;®° asi mismo, otros estudios divulgados en revistas dominicanas de
caracter descriptivo,’® pero no cuenta con estudios publicados relacionados al

campo molecular.

En el 2015 y 2016 se realizd un trabajo descriptivo en la regién de Cibao (region
del norte de Republica Dominicana), donde se encontré que las familias de los
pacientes con labio y/o paladar hendido no sindrémico (L/PH-NS) pertenecian a
clases sociales vulnerables, con bajo nivel educativo e imposicibn en estos
territorios para el uso de productos agro-toxicos como pesticidas, elementos

teratogénicos que ponen en riesgo a las poblaciones en contacto. !

Por las razones sefialadas se desarroll6 este estudio en las regiones del Cibao y
Santo Domingo, el cual se enfoc6 en analizar el genoma completo en trio, en cinco
familias dominicanas con L/PH-NS con herencia autosémica dominante, analizar
por medios computacionales las proteinas, las vias de sefializacién bioldgicas y
metaboldmicas en las variantes encontradas en las familias dominicanas afectadas
con dicha anomalia, todo ello con la finalidad de sumar conocimientos relacionados

a L/PH en laregiony en el pais.



XXII Caracterizacion funcional de variantes (SNV, Indels, CNVs) analizadas por
medios computacionales en 5 familias dominicanas con labio y/o paladar hendido no sindromico.

Justificacion

El L/PH es una anomalia que requiere gran atencion en salud por las
consecuencias y secuelas que tiene a largo plazo, tanto fisicas como psicolégicas,
en especial si no se trata de forma adecuada y temprana, por ello la importancia de
entender sobre dicha patologia y en especial dilucidar la etiologia en aquellas
regiones donde se ha reportado de forma frecuente. El bajo reporte de estudios y
la alta incidencia de la malformacién en la regién del Cibao y Santo Domingo, en

Republica Dominicana ha motivado al desarrollo de esta investigacion.

La Fundacion Nifios que Rien ubicada en la region del Cibao atiende de forma
anual a una gran cantidad de pacientes con la anomalia, lo que hace evidente la
importancia de entender sobre dicha entidad. En el 2017 se realiz6 un estudio
descriptivo en pacientes con L/PH a través de encuestas y construccion de arboles
genealdgicos en el que se encontraron varios patrones de herencia y una
prevalencia similar de la malformacién con referencia a Centroamérica, con ello
aparece un proyecto enfocado en el campo de la genética, en el cual identificaron
algunas familias con la enfermedad mencionada con herencia autosdmica
dominante, 2 por lo que en el 2018 se escogié una de ellas y se realiz6é un estudio

de exoma completo sin resultados positivos asociados con la enfermedad (Arteaga



C., et al. Limitations of the whole exome sequencing in the genetic characterization
of nonsymdromic cleft lip with or without cleft palate. Republica Dominicana.2021
[no publicado]); para el 2019-2020 nacié la propuesta de analisis de genomas
completos en familias dominicanas afectadas con dicha malformacion, con la meta
de determinar las variantes (SNV, Indels, CNVs) asociadas a L/PH-NS y entender
el funcionamiento de dichas variantes en los diferentes procesos bioldgicos
implicados en el desarrollo de las malformaciones craneofaciales especificamente

de las hendiduras orofaciales de caracter no sindrémico.

Las pruebas de secuenciacion de nueva generacion como el genoma completo han
revolucionado el estudio genémico, permitiendo obtener resultados a un menor
tiempo y costo, asi como una gran cantidad de informacion, 2 todo ello se ha dado
gracias a los avances tecnoldgicos en otras areas como la bioinformatica, la
bioquimica y la fisica que de forma coordinada han contribuido a su progreso. 4
Con este estudio se quiso ampliar el conocimiento sobre los mecanismos bioldgicos
relacionados al desarrollo de L/PH-NS, mediante el uso de herramientas
computacionales para comprender el componente estructural y funcional de las

variantes encontradas relacionadas con la anomalia. ®

El proyecto tenia, ademas, el proposito de visibilizar la importancia del campo
genomico y genético con relacion a L/PH-NS, mostrando la necesidad de generar
informacion cientifica sobre esta anomalia que amplie la vision y la comprension

sobre ella en el pais, que pueda contribuir en un futuro a la creacion de programas
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en salud publica de promocion y prevencion, relacionados a enfermedades

genéticas y congeénitas.

Sumado a ello, es poca la evidencia cientifica alrededor de L/PH en paises
centroamericanos. Este estudio pretende liderar estas tematicas y aportar al
conocimiento con el uso de nuevas tecnologias gendmicas, asi como también

contribuir al entendimiento de las causas de la patologia en la region.

Debido a lo anterior, los resultados de este proyecto pueden contribuir al Plan
Estratégico de Cienciay Tecnologia e Innovacion que se esta iniciando en la region
gue tiene como propdsito promover componentes cientificos, éticos, sociales,
econdmicos y ambientales para impactar de forma positiva en la calidad de vida

del pueblo dominicano.®



1.0ODbjetivo general

Determinar la estructura y funcionalidad de variantes (SNV, Indels, CNVs)

asociadas con L/PH-NS en cinco familias dominicanas con herencia autosémica

dominante, a través de secuenciacion masiva y analisis computacional.

1.10bjetivos especificos:

1.

Identificar cinco familias con herencia autosémica dominante con L/PH-NS,
gue cumplan con los criterios de inclusion.

Determinar variantes (SNV, Indels, CNVs) asociadas con L/PH-NS, en cinco
familias dominicanas que presenten la malformacién con patron de herencia
autosomico dominante.

Analizar por medios computacionales las implicaciones funcionales de las
variantes identificadas en procesos bioldgicos previamente relacionados con
L/PH-NS.

Determinar la segregacion de variantes asociadas con L/PH-NS mediante el

andlisis de trios en familias dominicanas con la malformacion.
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2. Marco Teorico

2.1. Generalidades de las hendiduras orofaciales

Las anomalias congénitas son trastornos que afectan a la poblacion en general.
Segun la OMS, “son definidas como cualquier alteracion estructural anatémica,
morfologica o bioquimica que se desarrolla durante la gestacion y se identifica en el
nacimiento o después de este”. 1’ Se pueden clasificar en anomalias mayores
cuando hay repercusion severa en la morbimortalidad y en la expectativa de vida,
y, en anomalias menores cuando hay una afectacion leve sin repercusion grave,
generalmente de caracter estético. Estas anomalias pueden presentarse de forma
aislada como un apéndice periauricular o estar representadas en una forma
sindrémica donde hay varios hallazgos clinicos que se asocian en una patologia. 8
La mayoria de las hendiduras orofaciales son de apariciéon aislada es decir no
sindromicas que corresponde aproximadamente al 70% en comparacion a las

sindrémicas que equivalen a un 30% que se asocian a otro tipo de anomalias. 1°

El L/PH es una anomalia congénita, la mas comun a nivel craneofacial, puede
afectar solo el labio o el paladar, también pueden afectarse ambos de forma

unilateral o bilateral. Se han encontrado otros subfenotipos como paladar hendido
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submucoso, insuficiencia velofaringea y unas formas mas leves a las que se les
denomina microformas. 2 La Academia Americana de Anomalias Craneofaciales
(ACPA) 20 instaurd pautas para definir y clasificar las fisuras orofaciales, seguin la
parte anatdbmica comprometida (labio, paladar), la ubicacion (unilateral, bilateral,
aislado), la profundidad (completa o incompleta) y la asociacién (sindrémica y no

sindrémica).?°

Se han propuesto una gran cantidad de clasificaciones para las hendiduras
orofaciales, una de ellas se plante6 en el afio 1922 por Davis et al, 2! los autores
indican tres grupos en donde usaban el proceso alveolar como linea divisora. Un
primer grupo incluia las fisuras que afectan el labio y este a su vez las dividia en
unilateral, bilateral y mediana. Un segundo grupo donde la estructura comprometida
es el paladar y lo subdividia si se presentaba en el paladar blando o duro y
finalmente un tercero que involucra el proceso alveolar, para este caso podria ser
unilateral, bilateral y mediano. 22 Otra proposicién de clasificacién fue dada por
Spina 2% en 1973, en la que utiliza al foramen incisivo como referencia para la
division en cuatro grupos, el grupo | incluia el preforamen, el Il el transforamen, el
Il el posforamen y el grupo IV con raras hendiduras de la cara no relacionadas con

el foramen incisivo. 24

2.2. Microformas

Las microformas son las formas leves de las hendiduras orofaciales y son el

resultado de la expresividad variable de algunos genes, 2° por lo que se pueden



manifestar con anomalias orales o faciales menores, su presencia en una familia
aumenta el riesgo de aparicion de L/PH-NS en los miembros 26. Se han reportado
casos con los genes: la proteina morfogenética 6sea 4 (BMP4) y factor 6 regulador
del interferén (IRF6). 2’ Dentro de las microformas se pueden encontrar: agenesia
de los dientes incisivos laterales, labio fisurado microformado, Uvula bifida, paladar
hendido submucoso, arco maxilar en forma de V, anomalias dentales como
oligodoncia, entre otros, en la tabla 2-1 se explican las caracteristicas generales de

algunas de ellas.

Tabla 2-1 Resumen caracteristicas de algunas microformas.

Microforma Foto Definicién Referencia
Protuberancia  Antoniades
0 exostosis que et al. 28

se encuentra

en forma

localizada en la

region bucal.

Torus
Palatino

Muesca Warthon et
posteriordela  al. ?°

Gvula hasta

una duplicacion

completa de

dicha

estructura.

Uvula bifida
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Anomalias
dentales
(Agenesia del
incisivo
lateral
superior)

Anomalias
dentales
(Dientes
supernumera
rios).

Labio
fisurado
microformad
0]

Boveda
palatina
profunda.

Ausencia de Emidio et
incisivo lateral  al. *°
superior debido

a un desorden

durante el

proceso de

formacion de la

lamina dentaria

gue la causa.

Hiperdonciao  Oropeza et
desarrollo de al. 3
dientes extras

de la serie

normal.

Hendidura Amarillas et
labial leve que  al. **
implica una

discontinuidad
en la union del

bermellén-

cutaneo.

Bovedas Solano et
palatinas altas  al. *2

u ojivales en

forma de "U".



Arco maxilar
en forma de
V.

Morfologia
de los
incisivos
laterales
superiores
(cbnicos).

Paladar
submucoso

Compresion
maxilar con
forma de arco
en V, asociado
a mordida
cruzada
posterior
bilateral y
desviacion de
la linea media
dentaria
inferior.
Anomalia de la
forma de los
dientes con

aspecto conico.

Es una
membrana
mucosa,
formada en los
musculos del

paladar blando.

Agurto et
al.

Carmona et
al. 34

Angeles et
al.

* Es de autoria propia, se emplearon fotografias de los pacientes que hacen parte

del trabajo de investigacion “Caracterizaciéon de microformas asociadas a labio y/o

paladar hendido no sindrémico en familias que acuden a la Fundacion Nifios que

rien, Moca, Republica Dominicana”. %6

2.3 Guias usadas en la identificacion de hendiduras orofaciales y

malformaciones
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Las malformaciones congénitas son alteraciones estructurales o funcionales que se
desarrollan durante el embarazo y son evidentes en el nacimiento e incluso muchas
veces de forma prenatal, la identificacion de las anomalias son clave para el
diagnéstico de muchas enfermedades que pueden aparecer de forma aislada o en
conjunto con otras anomalias. Para la identificacion de signos y sintomas que
orienten hacia una anomalia congénita, es importante tomar en cuenta guias,
protocolos e incluso libros con definiciones en relacion a la clinica y componente
dismorfoldgico, por ejemplo, el libro The Bedside Dysmorphologist, que permite
visualizar diferentes elementos clinicos y conceptos importantes sobre
malformaciones congénitas, 3’ se han empleado guias, tales como la guia de
deteccién de anomalias congénitas del recién nacido del Ministerio de Salud y
Proteccion Social — Colciencias 2013 de Colombia, %8 y el manual para programas
administrativos de vigilancia de defectos de nacimiento de la OMS 2015, *° de donde
se toman en cuenta definiciones y parametros para el reconocimiento adecuado de
anomalias  congénitas, que cobra en conjunto un papel relevante en la
determinaciéon de pacientes con L/PH-NS.
2.4 Epidemiologia del labio y/o paladar hendido
La prevalencia mundial del L/PH es de 1/700 a 1/1000 nacidos vivos, 2 siendo muy
baja en afrodescendientes, intermedia en caucasicos, latinos y alta en asiaticos y
nativos americanos; un estudio epidemiolégico en fisuras orofaciales publicado en
el 2015 lo confirma: se encontré para asiaticos (1,57), norteamericanos (1,56),

europeos (1,55), oceéanicos (1,33), suramericanos (0,99) y africanos (0.57) por



1,000 NV, respectivamente 4°. No se cuentan con datos epidemioldgicos
estadisticamente significativos en la region de Centroamérica ni en Republica

Dominicana sobre L/PH.

2.5 Etiologia de las hendiduras orofaciales

Con respecto al desarrollo craneofacial se debe tener en cuenta una compleja red
de genes y factores de transcripcion que participan en la migracién, proliferaciéon del
mesénquima y progreso de cada estructura en la cara; el proceso clave inicia
durante la embriogénesis a partir de la cuarta semana hasta las doce semanas.
Luego de este periodo los cambios en el labio y el paladar son menores y dependen
del crecimiento de la cabeza. 4! Durante la etapa de la morfogénesis facial es
fundamental la atribucion de los factores ambientales como cigarrillo, alcohol,
plaguicidas, mala nutricion, medicamentos teratdgenos, infecciones virales, los
cuales repercuten en el cédigo genético con la correspondiente aparicién de
variantes patogénicas, es decir, traducido en cambios puntuales, pérdidas o

ganancias de datos en el ADN causantes de enfermedades. 2

En las fisuras orofaciales se han descrito varios patrones de herencia, entre ellos el
multifactorial que es el mas relacionado, involucra tanto factores genéticos y
ambientales. #3 Las enfermedades monogénicas se asocian a otros patrones de
herencia, con una menor frecuencia de aparicion en relaciéon al L/PH-NS, como es

el caso de la herencia autosémica dominante y recesiva. 44
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A pesar de los multiples estudios realizados en el campo molecular y epidemiologico
son muchas las incégnitas relacionadas a este tema. #° La heredabilidad en las
fisuras orofaciales ha sido dificil de determinar, ya que son varios los factores
inmersos en su explicacion, por lo que en este caso se podria inferir un concepto de
heredabilidad perdida. # En Colombia se publicé un articulo en 1998 en donde
mediante el analisis de segregacion, asociaciones de ligamiento genético y calculos
de heredabilidad en 60 individuos afectados con L/PH-NS, se encontr0 una
heredabilidad del 96%, demostrando la presencia de un gen mayor, las familias
estudiadas fueron relacionadas a genealogias con una herencia autosémica

dominante. 46

En estudios de casos y controles realizados en diferentes regiones del mundo han
identificado los factores de riesgo y de proteccién relacionados con la aparicion de
las fisuras orofaciales; ejemplo de ello, un estudio publicado en la India en el 2017
evidencia el cigarrillo (OR 7,76, p 0,000, Cl 95%) y el estrato socioeconémico bajo
(OR 1,97, CL 95%, p 0,000) como factor de riesgo y el consumo de suplementos
vitaminicos (OR 0,19, Cl 95% p 0,003) como protector para el desarrollo de la
malformacion. 47 Otro estudio llevado a cabo en Brasil en el 2020, encontr6 que el
no consumo de acido folico en la gestacion era un aspecto de riesgo (OR 3,94, ClI
95% p 0,001) y la ingesta de analgésicos durante el embarazo era un factor

protector (OR 0,39, Cl 95%, p 0,001).*8 Otro articulo disefiado en China en el 2015



identifico varios factores con valores estadisticamente significativos, Cl 95% y p
<0,001, describieron como elementos de riesgo durante el embarazo el alcohol (OR
9,39), el cigarrillo (OR 15,36), ser fumador pasivo ( OR 4,05), la exposicion a
pesticidas (OR 7,84), el consumo de vitamina A (OR 16,46) y como factores
protectores el consumo de acido folico (OR 0,18) y el de multivitaminicos (OR

0,18).4°

2.6 Mecanismos embriolégicos y genéticos relacionados con labio y/o paladar
hendido

Los estudios experimentales en embriones de animales como ratones y peces cebra
han permitido aclarar el conocimiento sobre la formacién del labio, el paladar
primario y secundario en los seres humanos. El labio y el paladar primario provienen
de las células de la cresta neural craneal y al mismo tiempo proceden del borde
dorsal del tubo neural para formar durante la cuarta semana las prominencias
frontonasales, pares de prominencias nasales mediales y laterales y de las
prominencias maxilares. %051 Las prominencias maxilares crecen de forma medial
comprimiendo las prominencias nasales mediales hacia la linea media, hay un
espacio que las separa, este se pierde a medida que aumentan de tamario al punto
de fusionarse y crear el segmento intermaxilar que da lugar al filtrum, al labio
superior y al paladar primario, todo ello finaliza a la sexta semana de gestacién. El
paladar primario proviene del primer arco faringeo que a la vez resulta de la
migracion de células de la cresta neural compuesta por los primeros dos

rombomeros y algunas células del mesencéfalo. 52°3 Este primer arco faringeo
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forma las prominencias mandibulares y maxilares, aproximadamente a la sexta
semana de gestacion, las cuales se crean a partir de las prominencias maxilares
dos evaginaciones que crean las crestas palatinas. Estas crecen hacia abajo de
lado a la lengua, finalmente toman una posicion horizontal respecto a ella, las
crestas constituyen los procesos palatinos laterales que pasan a un proceso de
apoptosis a nivel de los bordes mediales con una posterior fusion, estableciendo en

esta Ultima etapa el paladar secundario. 5952

Las areas de la biologia del desarrollo y molecular han identificado el papel crucial
de algunos morféogenos para la formacion craneofacial, por ejemplo, el
protooncogén Wnt (WNT), BMP y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) tiene
un papel importante en la migracién de las células de la cresta neural y en la
formacion de las prominencias faciales, demostrado en experimentos en ranas,
peces y murinos. %5 No se cuenta con datos claros sobre genes y factores de
transcripcion relacionados al desarrollo de segmento premaxilar y paladar primario,
pero si sobre la formacion del paladar secundario. El Sonic hedgehog (SHH) es
clave en la sefializacion de los procesos palatinos laterales, inicialmente se expresa
de forma uniforme y posteriormente se localiza a nivel de las rugosidades y las
crestas epiteliales de los procesos palatinos. °¢ EI SHH es regulado por los factores
de crecimiento de fibroblasto, el FGF10 se expresa a nivel oral e induce la expresion
del SHH, mientras el FGF7 ubicado en la region nasal lo reprime. El SHH regula la
expresion de algunos factores de transcripcion a nivel del mesénquima en los

procesos palatinos laterales como Forkhead Box G 1 (Foxfl), Foxf2 y Odd-Skipped



Related Transcription Factor 2 (Osr2), los dos primeros genes juegan un papel
importante en el crecimiento de las crestas palatinas y este ultimo gen es clave
como regulador en estas estructuras. °’ En la regién anterior de los procesos
palatinos laterales, se expresan algunos factores de transcripcion como el
homeobox Protein MSX-1 (MSX1), el short Stature Homeobox 2 (SHOX2). En la
region posterior de los procesos laterales se expresan genes como: paired Box 9
(PAX9), homeobox Protein BarH-Like 1 (BARX1), T-Box Protein 22 (TBX22) y el
MN21 Proto-Oncogene, Transcriptional Regulator (MN1); cuando hay alteraciones
en estos patrones de expresion durante el desarrollo del paladar se correlacionan
con defectos del desarrollo del paladar secundario, evidenciado en experimentos in

Vivo en ratones. 56:58:59

Para la palatogénesis es importante la diferenciacion del epitelio, sus mecanismos
celulares subyacentes han sido relacionados con la aparicion de fisuras orofaciales
y adherencias epiteliales orales. En dicho proceso se han implicado algunos genes
como Jagged Canonical Notch Ligand 2 (JAG2), Notch Receptor 1 (NOTCH1),
Grainyhead Like Transcription Factor 3 (GRHL3), Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa-
B Kinase Subunit Alpha (IKKA), Estratifina (SFN) y IRF6 en la diferenciacion de las
células del epitelio. © IRF6 y NOTCH son genes reguladores del factor de
transcripcion Tumor Protein P63 (TP63), que también promueve la diferenciacion
de esta estructura. ¢ Los trastornos a nivel de la fusién de los procesos palatinos
laterales se asocian al desarrollo de hendiduras orofaciales, en particular los pasos

de ruptura del epitelio a nivel del borde medial de los procesos palatinos (apoptosis)
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y la adhesion, estudios en murinos han demostrado el papel que tiene factor de
crecimiento transformante Beta 3 (TGFB3) sobre el IRF6 para la fusion de los
procesos palatinos laterales. El IRF6 esta implicado en la represion de TP63 y en la
activacion indirecta del Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1 (p21), todos
ellos relacionados con la degeneracion del borde epitelial de la linea media (MES)

de los procesos palatinos, paso clave para la formacién del paladar secundario. 6162

2.7. Genes relacionados con labio y/o paladar hendido

Se han identificado una variedad de genes asociados al desarrollo de L/PH, gracias
a estudios en el campo de la biologia del desarrollo y molecular en animales que ha
permitido extrapolar informacion en los seres humanos y entender mejor la etiologia
de esta anomalia, a continuacion, se sefialan algunos genes asociados en dicho
proceso bioldgico. El IRF6 codifica proteinas asociadas a la formacién de tejido
conectivo, es un mediador del TGFB en la regulacion de la transicion
mesenquimatosa epitelial y la fusién de los procesos palatinos laterales, también se
relaciona con otras proteinas como el Snail Family Transcriptional Repressor 2
(SNAI2), JAGZ2 y diversos marcadores epiteliales como E-cadherina, plakofilina y
Tight Junction Protein 1 (ZO-1), ® que juegan un papel importante en el desarrollo

del paladar en especial del paladar posterior.

La familia WNT codifica proteinas de sefializacién que participan en la regulacién

de la migracién celular durante la embriogénesis, se ha sefialado su conexién con



otros genes reguladores de la palatogénesis como el BMP, SHH, TGFB, FGF,
Sprouty RTK Signaling Antagonist (SPRY), MSX1, MSX2 entre otros, todos
interactian como una red de genes de forma directa o indirecta, inhibiendo o
estimulando en la expresion de sus proteinas codificantes. La WNT activa la
sefalizacion FGF, que a su vez modula al PAX9 y este Ultimo reprime la proteina
Dickkopf-Related Protein (Dkk), un ligando inhibidor de LDL Receptor Related
Protein (Lrp6) en la via WNT, formando un bucle regulador de retroalimentacion
positiva durante el desarrollo orofacial; en caso contrario, el SPRY inhibe la
sefializacién de FGF. 485 El MSX1, perteneciente a la familia de genes homeobox,
codifica una proteina implicada en la represién transcripcional durante la
embriogénesis a través de la interaccion con otras homeoproteinas, participando en

la regulacion morfogenética del paladar, la denticién y el desarrollo craneofacial. %

Se ha propuesto que la Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) lleva a la
disminucién de los niveles de folato y por consiguiente altera la sintesis de acidos
nucleicos y con ello el desarrollo de fisuras orofaciales. 67 El TBX22 es un gen que
codifica una proteina que interviene en procesos durante la embriogénesis a nivel
del mesodermo precordal, por ello participa en el desarrollo de tejidos
especializados 0seos y cartilaginosos y ha sido identificado a nivel posterior de los

procesos palatinos donde juega un papel importante en su desarrollo. 8

2.8. El factor 6 regulador del interferon
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El IRF6 hace parte de la familia de los factores reguladores del interferon, la cual
tiene regiones proteicas similares como el dominio de union a ADN con estructura
hélice-giro-hélice N-terminal altamente conservado, constituido aproximadamente
entre 100 a 120 aminoacidos y un dominio de unién a proteina C-terminal menos

conservado, como se observa en la figura 2-1. %°

3’ UTR

/-\./.\'/-

B P B,
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C-terminal

Figura 2-1. Estructura IRF6. Construida a partir de dos elementos, una figura del
articulo “Toward an Orofacial Gene Regulatory Network”, elaborado por Kousa et al.
0y de la estructura 3D de IRF6 obtenida por medios computacionales por AlphaFold
y almacenada en la base de datos AlphaFold. "* A. Transcrito primario de IRF6
representado en una barra horizontal, cada nimero equivale a los nueve exones

que lo conforman, cada color simboliza una region funcional de la proteina, los



exones 1y 2 de color rosado constituyen la regidén no traducida 5 UTR. Los exones
3y 4 son el dominio de unién al ADN en azul. En amatrillo los exones 5y 6 la region
menos conservada. La mayoria del exon 7 y el exon 8 forman parte del dominio de
unién a proteinas en verde y en rojo el exdn 9 que contiene el dominio C-terminal.
0 B. Estructura de prediccion 3D de IRF6 obtenida por herramientas
computacionales (AlphaFold), visualizada en PyMOL, 72 en rojo se representan las
alfa hélices, en amarillo las laminas beta y en verde los bucles, se identifican los

dominios de unién a ADN y proteinas.

Andlisis previos en cristalografia de rayos X sobre la region de unién al ADN de
IRF1 identificaron una arquitectura que contiene tres a-hélices antiparalelas de
cuatro hojas plegadas B y tres bucles largos es una estructura similar a los dominios
de uniébn al ADN que tiene los motivos hélice-giro-hélice sefialados como
reguladores de la expresion génica. " Experimentos en IRF1 e IRF2 han
evidenciado una interacciéon con el ADN a nivel de la tercera alfa hélice del motivo
de unién a ADN en la secuencia consenso GAAA en el ADN. 4 Esta secuencia
consenso GAAA es clave en el reconocimiento y la unién del ADN con los miembros
IRF, dicha secuencia se puede repetir tres, cuatro veces e incluso en algunas solo
estar presente una vez. Las regiones en el ADN con estas secuencias de
reconocimiento para los IRF se les ha denominado: elemento de union a IRF (IRF-
E), elemento de respuesta estimulada por IFN (ISRE) y secuencia de consenso de
interferén (ICS). 737 Otro hallazgo compartido en los IRF son cinco residuos de

triptéfano conservados, de los cuales tres participan en el reconocimiento del ADN
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a nivel del surco mayor, sin embargo, no es claro su mecanismo en dicha
interaccién. °
2.9 Estudios moleculares relacionados con labio y/o paladar hendido
En el afio 2012 Marazita ¢ publicé el estado del arte de los estudios genéticos en
L/PH, refiriendo que las divulgaciones cientificas durante el siglo XIX alrededor de
la anomalia se relacionaban a descripciones familiares, evidencio que para el siglo
XX hubo un aumento de los estudios descriptivos y observacionales de las
genealogias y patrones familiares de individuos afectados con L/PH, lo que llevé a
cuestionar para ese tiempo una posible etiologia genética, al identificar en ellas
segregacion familiar. Esto abri6 camino a investigaciones en el campo de la
genética, una publicacién en el afio 1989 por Ardinger et al. ’” en donde a partir de
datos encontrados sobre palatogénesis en ratones, debatieron el papel de algunos
genes en el desarrollo de L/PH en los humanos, por lo que estudiaron genes como
el factor de crecimiento transformante alfa (TGFA) y el factor de crecimiento
epidérmico e hicieron una comparacion de casos de L/PH y controles con las
frecuencias de doce fragmentos de restriccion de longitud polimorfica, hallando
asociacion con el TGFA. Para el siglo XX fueron importantes las investigaciones en
marcadores genéticos en genes candidatos, experimentando con microsatélites y
polimorfismos; se dio importancia a estudios de ligamiento, PCR; finalmente
surgieron nuevas pruebas como Sanger que dieron paso a la secuenciacion de
nueva generacion y esta a su vez llevo a la aparicion de pruebas genéticas mas

profundas y precisas como el exoma y el genoma completo para el siglo XXI. @



En el 2009 se publicé el primer GWAS relacionado a L/PH-NS, en una cohorte
pediatrica de ascendencia europea de casos y controles, identificando al locus 8g24
e infiriendo su papel en la palatogénesis. ° Los GWAS realizados en los Gltimos 10
afios han identificado multiples genes y variantes relacionadas, por ejemplo, en el
2016 publicaron un GWAS multiétnico donde se encontraron variantes en siete
genes y una region, la 8g24, asociados a la anomalia congénita; & en poblaciones
latina, americana y europea, se hallé un locus nuevo en el cromosoma 21 (21922.2);
81 en el 2008 se encontrd variacion en los genes WNT asociada a la malformacion
de caracter no sindromico en EE. UU. 8 También se han publicado estudios tipo
exoma como el escrito por Basha et al 2 en el 2017 realizado en Bélgica, quienes
identificaron variantes patogénicas en cuatro genes TP63, TBX1, LRP6 y GRLH3,
en familias con fisuras orofaciales no sindromicas con herencia autosomica

dominante y en particular genes que han sido asociados a causa sindromicas.

En el afio 2020 fue publicado un articulo en la revista Americana de Genética
Humana, en la cual se proyect6 un estudio de secuenciacién del genoma completo
(WGS) en trios en 756 familias de ascendencia europea, colombiana y taiwanesa,
identificaron genes candidatos como IRF6, CHD7, CTNND1, TFAP2A y ZFHX4,
relacionados con L/PH-NS con herencia autosomica dominante. También
plantearon una hipotesis, en donde los genes de novo se podian identificar a partir
de un gen vecino, pero todo ello relacionado al pico generado en los GWAS, esto

podria proporcionar evidencia para hominar un gen como verdaderamente causal.

83
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En un estudio del 2019, Yan et al. 8 identificaron algunos factores de transcripcion
y mARN implicados en la regulacion del sistema celular, intentaron construir una red
de co-reguladores encontrando nueve genes con papel clave en la patologia de las
anomalias orofaciales. En un GWAS publicado en el 2020, Lappalainen et al.
hallaron 27 genes con significancia nominal y en el analisis de enriquecimiento
funcional demostraron que estos estaban involucrados en la adhesién celular, la
localizacion de proteinas en la membrana plasmaética, en la regulacion de la via de

sefalizacion apoptética y otras condiciones patolégicas asociadas a L/PH-NS.

La informacion brindada por los diversos estudios ha permitido identificar variantes
en genes relacionados al L/PH-NS; sin embargo, son menos los estudios que
intentan resolver la funcionalidad en diferentes procesos biolégicos en la especie

humana que lleven a una mejor comprension del desarrollo de esta malformacion.

2. Aproximaciones computacionales

2.10.1Analisis de genoma completo

El analisis de genoma completo hace referencia al estudio exhaustivo y
comprensivo de la totalidad del contenido de ADN de un organismo dado. De
manera general, esta prueba molecular (denominada Secuenciacibn Gendmica)

permite identificar la disposicion de cada una de las bases nucleotidicas del genoma



bajo estudio, lo cual admite, entre otros, realizar el analisis de variantes en las
regiones codificantes y no codificantes del genoma, alcanzando el desarrollo de

nuevos conocimientos en genémica, asi como en diversas aplicaciones clinicas. 86

El flujo de trabajo para la secuenciacion de genoma completo (0 WGS por sus siglas
en inglés) sigue pasos ordenados que van desde la preparacion de los datos, la
alineacion y el ensamblaje de los mismos, el llamado de variantes y finalmente la
anotacion y analisis de la informacion encontrada. Para su ejecucion existen varias
plataformas como: Illumina, Pacific Biosciences, Oxford Nanopore, lon Torret entre

otras. 87

Una de las mas usadas es la tecnologia lllumina, la cual emplea lecturas cortas (150
pb), generando millones de fragmentos cortos que representan el conjunto de bases
nucleotidicas del genoma. Esta lleva a que dichos fragmentos deban ser
ensamblados unos con otros, con el fin de obtener una Unica secuencia por genoma

o0 cromosoma, dado el caso y no millones de fragmentos.

En illumina el proceso de ensamblaje se puede efectuar utilizando un genoma de
referencia o realizando un ensamblaje de novo. Para su flujo de trabajo,
inicialmente, genera clisteres para la amplificacion de fragmentos de ADN a través
de una PCR en puente. Luego proceden a secuenciar base por base usando cuatro
nucleotidos marcados con fluorescencia para secuenciar las decenas de millones

de grupos en la superficie de la celda de flujo en paralelo, esto permite una alta
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precision y elimina los errores especificos del contexto de la secuencia. & Prosigue
la recopilacion, procesamiento y analisis de datos, mediante el uso de herramientas
y algoritmos bioinformaticos, para esto se requiere un flujo de trabajo integral
compuesto por varios pasos como: control de calidad, ensamblaje, refinamiento del
ensamblaje (polishing) y por ultimo, el analisis del genoma ensamblado dentro del
cual se cuenta el descubrimiento de variantes, que es de particular interés en este

estudio.

A continuacion, se lleva a cabo la filtracion de las variantes identificadas, su
anotacion e interpretacion mediante protocolos que clasifican las variantes como es
el caso del propuesto por el Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica
(ACMG) que las clasifica en patogénicas, probablemente patogénicas,

probablemente benignas, benignas y de significado incierto. 890

Para la priorizacion de variantes se tienen en cuenta las bases de datos
poblacionales como EXAC, 1000 genomas, generalmente, con referencia a un MAF
<1% en la poblacién, lo que le da un mayor valor de patogenicidad por una menor
prevalencia, para completar criterios y clasificar las variantes se puede hacer uso
de bases de datos como ClinVar °* y dbSNP %2, Varsome, que siguen protocolos
para la clasificacion de variantes como es el caso de la ACMG, *° luego se completa
el andlisis de las variantes a través de herramientas de prediccion en el cambio de

aminoacidos en proteinas como Sift, Polyphen, Mutation taster. % Para la anotacién



se pueden emplear herramientas como ANNOVAR 4y métodos especificos dentro

del flujo de trabajo de GATK.

2.10.2 Herramientas bioinformaticas para analisis de red de genes

La construccion de red de genes se ha convertido en una herramienta util para
entender el funcionamiento de muchas proteinas, pues esta representacion define
como interacttan directa o indirectamente con otras proteinas y al unisono cumplen
tareas especificas en un organismo. Por ejemplo, una proteina especifica podria
actuar en una ruta metabdlica en el caso de una enzima o ser un intermediario
efector de la sefializacion siendo un receptor o parte de la maquinaria de
transcripcion e incluso un componente del citoesqueleto. En general, estas redes
son esenciales y altamente reguladas para una adecuada homeostasis en los
organismos vivos. % Las redes construidas a partir de genes identificados y
relacionados a enfermedades especificas en estudios permiten un mejor

entendimiento de los mecanismos bioldgicos que subyacen un fenotipo dado.

Para la identificacion de la arquitectura de una red de genes es fundamental el uso
de bases de datos especializadas, ejemplo de ello es STRING, una herramienta que
posibilita cargar datos relacionados a redes de proteina-proteina personalizables y
con caracterizacion funcional de genes. % GENEMANIA es otro instrumento web
gue comparte informacion sobre hipotesis de funciones e interacciones de una gran

lista de genes. °” KEEG es una enciclopedia de informacién de genes, que involucra
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asociaciones moleculares y redes de interacciones en forma de mapas de rutas,
jerarquias y moédulos involucrados en sus algoritmos. % DAVID es una base de
datos para la anotacion funcional que permite entender el significado biolégico de
una gran cantidad de genes. % Las bases de datos descritas y muchas otras
desempeiian funciones esenciales en el area de investigacion bioinformética y en

los saberes relacionados a procesos biologicos en los seres vivos.

2.10.3 Herramientas para andlisis estructural de proteinas

Las nuevas tecnologias permiten avanzar en el conocimiento sobre la estructura de
las proteinas, en como predecir y disefiar arquitecturas tridimensionales, en la
extrapolacion de datos biomoleculares y de sus propiedades, todo ello facilita el
entendimiento de las interacciones con otras proteinas y cofactores de sus

plegamientos y su funcionamiento dindmico en muchas redes de vias bioldgicas. 1%

El discernimiento de la estructura de las proteinas comprende el funcionamiento de
las mismas y su interaccién con procesos bioldgicos, para ello se emplean métodos
experimentales y computacionales, el primero es mas preciso, pero costoso y
requiere mayor tiempo para su ejecucion, entre sus metodologias se encuentran: la
cristalografia de rayos X, la resonancia magnética nuclear, en donde se emplean
las propiedades magnéticas de spin de los nucleos atomicos para obtener las
distancias entre los atomos de la molécula. %' Otra técnica es la microscopia

electronica tridimensional que usa algoritmos para la reconstruccion y la proyeccion



de las moléculas mediante microscopio electrénico de transmision (TEM). 102 El
segundo método es rapido y emplea enfoques e instrumentos computacionales.
Uno de los procedimientos bioinformaticos usados en la prediccion de estructuras
proteicas es el de homologia, que aplica un modelo comparativo, en el que toma
como referencia plantillas estructurales de proteinas obtenidas previamente por
técnicas experimentales y almacenadas en bases de datos como la Protein Data
Bank (PBD), y a partir de ello se modela una estructura de interés, generalmente,
esa plantilla al menos debe guardar una similitud del 40% con la proteina diana para
obtener una estructura de calidad y si la semejanza es baja se puede usar otro tipo
de técnicas como el Ab Initio que predice la estructura a partir de la secuencia de
aminoécidos, de principios fisicos de plegamiento de proteinas sin referencia de

alguna plantilla, buscando la estructura con la energia libre mas baja. 193

Para la evaluacion de la calidad del modelo, se emplean herramientas que
cuantifican el error espacial en las posiciones de los aminoacidos y determinan si la
cadena adopta o no el pliegue correcto. Entre las herramientas a aprovechar se
encuentra el Clustalw %4 utilizada para la realizacién de mililtiples alineaciones de
secuencias de proteinas. Otras aplicaciones son los meta servidores que exploran
las plantillas y la alineacion secuencia-estructura como es el caso del 3D-
SHOTGUN y 3D-JURY. 1% ERRAT es un algoritmo que sefiala las regiones que se
encuentran correctamente determinadas en una estructura de proteina, basado en
la interaccion atdmica. %6 VERIFY 3D halla la relaciéon de secuencia, lo infiere del

pliegue que adopta la estructura de la proteina desconocida y deduce si es similar
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a una proteina de estructura conocida. 1 PROCHECK proporciona un detallado
andlisis sobre la estereoquimica de una estructura proteica. 18 SWISSMODEL tiene
una herramienta denominada Structure Assessment que permite el andlisis de
estructuras 3D, proporciona graficas como Ramachandran para la evaluacion
estereoquimica, accede al uso del servidor web MolProbity que valida estructuras a
nivel global y local para proteinas y &acidos nucleicos, ademas, admite una

estimacion de calidad usando QMEAN. 108

Los servidores y software de modelado de proteinas son amplios y como se
describié anteriormente, hay diferentes metodologias para la realizacion de
prediccién de estructuras, por ejemplo, MODELLER y ROSETTA usan un enfoque
de novo, en cuanto al primero, se funda en la alineacion con una o mas plantillas de
proteinas de estructura conocida 1% y el segundo ensambla fragmentos cortos de
proteinas conocidas mediante una estrategia de Monte Carlo para producir

conformaciones de proteinas similares a la original .

SWISS-MODEL es una plataforma empleada para el modelado de estructuras
proteicas en 3D por homologia mediante un enfoque comparativo. Maneja un flujo
de trabajo que inicia con una secuencia de aminoacidos de una proteina a estudio
en formato que puede ser FASTA, extrapolando la informacién experimental de
estructuras de proteina relacionadas evolutivamente que van a servir como

plantillas. Este proceso se realiza a través de bases de datos propias y externas y



herramientas de busqueda como UniprotKB, SWISS-MODEL SMTL, BLAST vy
HHblits. 11 Las mejores plantillas son seleccionadas bajo criterios de estimacion
de calidad global y de estructura, *? luego se ejecuta el servidor y se crea para cada
plantilla un modelo de proteina 3D, todo ello en un marco de biologia estructural
computacional OpenStructure y ProMod3. 13 La estimacién de la calidad de los
modelos obtenidos al final se fundamenta en la funcién de puntuacion QMEAN que
utiliza potenciales estadisticos de fuerza media para generar estimaciones de

calidad global y por residuo. 111114

AlphaFold es una herramienta de inteligencia artificial que predice estructuras
proteicas mediante el uso de redes neuronales y procedimientos basados en
limitaciones geométricas y evolutivas. Ademas, incorpora multiples alineaciones de
secuencias (MSA) y caracteristicas por pares que permiten una prediccion mas
precisa de la estructura 3D. 1> La red AlphaFold predice directamente las
coordenadas 3D de los atomos para una proteina diana utilizando la secuencia de
aminoacidos primaria y las secuencias alineadas y plantillas de homologos como
entradas, usa asi mismo un sesgo inductivo fisico y geométrico para construir
componentes a partir de los datos PDB, de esta manera, produce predicciones
mediante unidades de procesamiento de graficos . * Al final entrega cinco modelos,
teniendo en cuenta medidas de confianza bien calibradas y resueltas en
secuencia. Este servidor web emplea una métrica de confianza por residuo llamada

prueba de diferencia de distancia local predicha ¢ que maneja una escala de 0 a
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100, lo que hace es estimar la concordancia de la prediccién con una estructura

experimental. 17

Alphafold puede ser ejecutado mediante la plataforma de Google Colab usando
computacion en la nube y una interfaz web simple a través de un entorno jerarquico
basado en Python. '8 ColabFold es empleada para la prediccién de estructuras y
complejos proteicos, para ello combinan la busqueda rapida de homologia de
MMsegs2 (busqueda de secuencia de muchos contra muchos) con AlphaFold2 o
RoseTTAFold. 1° Esta herramienta consta de tres elementos, el primero es un
servidor de busqueda por homologia basado en MMseqs2, el segundo es una
biblioteca de Python que prepara las caracteristicas de entrada y visualiza los
resultados y la tercera consta de los cuadernos Jupyter para uso basico, avanzado
y por lotes. El algoritmo AlphaFold combina la autoatencion en filas, columnas y
triangulos para inferir la distancia de los residuos y la informacion evolutiva a partir

de multiples alineaciones de secuencias (MSA), basdndose en trabajos anteriores.

120

La metodologia de ColabFold se ejecuta en un conjunto de cuatro cuadernos
Jupyter mediante Google Colaboratory o en las maquinas locales de los usuarios.
Estos cuadernos estan constituidos primero por AlphaFold2_mmseqs2, segundo

por AlphaFold2_advanced, el tercero por AlphaFold2_batch y el tltimo cuaderno por



RoseTTAFold. En la siguiente figura (Figura 2-2) tomada del articulo base de

ColabFold se muestra el diagrama esquematico: 11°
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a, b, ColabFold tiene una web y una interfaz de linea de comandos ( a ) que envia secuencias de entrada FASTA a un servidor MMseqs2 ( b ) buscando en dos

bases de datos, UniRef100 y una base de datos de secuencias ambientales, con tres iteraciones de busqueda de perfil cada una . La segunda base de datos se

busca utilizando un perfil de secuencia generado a partir de la basqueda UniRef100 como entrada. El servidor genera dos MSA en formato A3M que

contienen todas las secuencias detectadas. C, Para predicciones de estructuras individuales (i) filtramos ambos A3M usando un filtro consciente de la

diversidad y devolvemos esto para que se proporcione como la caracteristica de entrada de MSA a los modelos AlphaFold2. Para predicciones de complejos

(ii) emparejamos los principales éxitos dentro de la misma especie para resolver los contactos entre cadenas y, ademas, agregamos dos MSA no

emparejados (igual que i) para guiar la prediccion de la estructura. Las predicciones de una sola cadena se clasifican por pLDDT y las complejas por la

puntuacién TM predicha. d, Para ayudar a los investigadores a juzgar la calidad de la prediccion, visualizamos la profundidad y diversidad de MSA y

mostramos las medidas de confianza de AlphaFold2 (pLDDT y PAE).

Figura 2-2 Diagrama esquematico de ColabFold. Fue extraido del articulo

“ColabFold: making protein folding accessible to all” y elaborado por Mirdita et al. 119
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Para el modelado de complejos proteina-proteina ColabFold utiliza dos formas de
prediccion: una a través de AlphaFold-multimer 21 y otra mediante la manipulacion
del indice de residuos en el modelo AlphaFold2. %> Este usa una codificacion
posicional relativa con un limite en |i—j|=32, al compensar el indice de residuos entre

dos proteinas para que sea > 32, las trata como cadenas polipeptidicas separadas.

119

2.10.4. Docking molecular

El acoplamiento molecular es un método computacional basado en mecanica
molecular que predice las posibles interacciones entre dos moléculas que pueden
ser proteina-ligando, proteina-proteina, proteina-acido nucleico, entre otros
modelos de complejo unido, ha sido empleado en muchos campos como en el
disefio de farmacos, investigacion y medicina. La mecanica molecular implica la
descripcion de un sistema poliatdmico que utiliza la fisica clasica, para ello analiza
datos de cargas, angulos de torsidén y geométricos de las moléculas implicadas para

simular asi la conformacién mas 6ptima. 123

Hay varias metodologias para la realizacién de acoplamiento, una de ellas consiste
en un tipo rigido donde hay un efecto de llave y candado, para encontrar la
orientacion correcta, esta se basa en la complementariedad geométrica. 1> Otra

técnica consiste en un ajuste inducido, donde la unién del ligando y la proteina es



flexible, ese cambio conformacional permite el encaje adecuado, este se
fundamenta en complementariedad geométrica y energética. 1> Otros métodos de
acoplamiento incluyen modificar la solvatacion, el pH y acoplar en presencia o
ausencia de agua. *?® A continuacion, se describe la clasificacion del software de

acoplamiento molecular, figura tomada de una resefia cientifica (figura 2-3). 1?7

» Only change the position of the molecular during the docking

Rigid docking ! ,, Cannot change their spatial shape during the docking process

% An early docking method, applicable for docking between macromolecules

Fixed conformation of the receptor macromoleculed during docking

Molecular — Flexible-rigid docking ,I Conformation of small molecule is flexible
docking

More accurate than rigid docking, widely used.

The conformation of both receptors and ligands are flexible
A especially the torsion angle and rotatable bonds

Flexible (soft) i
docking » High reguirements on computer software, hardware, and conformational accuracy

» Greatly improved the accuracy of docking, but heavy calculation burden

Figura 2-3 Clasificacion del software de acoplamiento molecular. Fue extraido del

articulo “Progress in molecular docking” y elaborado por Fan et al. 27

Existen diversos programas que median la simulacién del acoplamiento molecular
a través de algoritmos especificos y métodos de evaluacion diferentes, enseguida
se mencionan algunas herramientas computacionales empleadas para la ejecucion
de docking macromolécula-macromolécula, debido a que este estudio desarrolla
este procedimiento y no acoplamiento proteina péptido o proteina-ligando, para tal

efecto se muestra la tabla 2-2.
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Tabla 2-2. Resumen herramientas computacionales empleadas para acoplamiento

macromolécula-macromolécula.

Herramienta  Algoritmo Tipo Direccion Referencia
AutoDock Algoritmo  Independiente http://autodock.scripps.edu/ 28
genético
ClusPro FFT En linea https://icluspro.org 129
DOCK/PIERR FFT En linea http://clsb.ices.utexas.edu/web/dock.html 130
DOT2 FFT Independiente http://www.sdsc.edu/CCMS/DOT/ 131
FireDock Monte- En linea http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/ 132
Carlo
FRODOCK FFT En linea http://frodock.chaconlab.org/ 133
GRAMM FFT Online e http://vakser.compbio.ku.edu/main/resources 134
independiente _gramm.php
HADDOCK Simulacion En linea e http://www.bonvinlab.org/software/haddock?2. 135
annealing  independiente 2
Hex Correlacio Enlinea e http://hexserver.loria.fr/ 136
nes independiente
polares
esféricas
de Fourier
ICM-Pro MC Independiente http://www.molsoft.com/icm pro.html 137
LightDock Optimizaci  Independiente https://life.bsc.es/pid/lightdock/ e
on
Glowworm
Swarm
MEGADOCK FFT Independiente http://www.bi.cs.titech.ac.jp/megadock/ 139
PatchDock Hash En linea http://bicinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/ 140
geomeétrico
PROBE MC En linea http://pallab.serc.iisc.ernet.in/probe/ 141
pyDock FFT Independiente https://life.bsc.es/pid/pydock/ 142
RosettaDock MC En linea http://rosie.rosettacommons.org/docking?2/su 143
bmit
ZDOCK FFT Independiente  https://zlab.umassmed.edu/zdock/http://zdoc &

o en linea

k.umassmed.edu/

*Realizado empleando datos de la literatura como: “Evolution of In Silico Strategies

for Protein-Protein Interaction Drug Discovery”, elaborado por Macalino et al. *4°

HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein Docking) es un servidor web,
usado para el estudio del acoplamiento de complejos de proteinas, se apoya en

datos de interaccion bioquimica y/o biofisica, igualmente de informacion


http://autodock.scripps.edu/
https://cluspro.org/
http://clsb.ices.utexas.edu/web/dock.html
https://www.sdsc.edu/CCMS/DOT/
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/
http://frodock.chaconlab.org/
http://vakser.compbio.ku.edu/main/resources_gramm.php
http://vakser.compbio.ku.edu/main/resources_gramm.php
http://www.bonvinlab.org/software/haddock2.2/
http://www.bonvinlab.org/software/haddock2.2/
http://hexserver.loria.fr/
http://www.molsoft.com/icm_pro.html
https://life.bsc.es/pid/lightdock/
http://www.bi.cs.titech.ac.jp/megadock/
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
http://pallab.serc.iisc.ernet.in/probe/
https://life.bsc.es/pid/pydock/
http://rosie.rosettacommons.org/docking2/submit
http://rosie.rosettacommons.org/docking2/submit
https://zlab.umassmed.edu/zdock/http:/zdock.umassmed.edu/
https://zlab.umassmed.edu/zdock/http:/zdock.umassmed.edu/

experimental de resonancia magnética nuclear (RMN) o mutagénesis. Asi mismo,
utiliza antecedentes de restricciones de interaccion ambigua (AIR) descritos como
la distancia ambigua entre los residuos involucrados en una interaccién, todo ello
para impulsar el proceso de acoplamiento. 13> Esta herramienta admite la formacion
de uniones mixtas entre macromoléculas, es decir, permite realizar predicciones de
acoplamiento entre proteinas, entre proteina y acidos nucleicos, entre los acidos
nucleicos, entre anticuerpos, todo ello bajo los protocolos de acoplamiento
multicuerpo y solvatado. HADDOCK presta sus clusteres locales para la ejecucion
de estas simulaciones. Tiene varias interfaces de acceso, una de ellas maneja un
nivel basico llamada Easy, la cual permite el desarrollo de acoplamientos entre dos
moléculas con formato PDB; otra interfaz es Expert, en este caso permite configurar
caracteristicas como el estado de protonacion de cada residuo de histidina en las
proteinas, definir el estado de carga de los extremos de las proteinas y ofrecer
control sobre las regiones de las moléculas entre otros elementos de edicién de la
interaccién. 46 La interfaz Guru aprueba el arreglo de casi todos los parametros
disponibles en el servidor web, aproximadamente 500. Las cuatro interfaces
restantes consisten en la interfaz de prediccion, la interfaz de refinamiento, la
interfaz de multicuerpo y la interfaz de carga de archivos. Los resultados y el
progreso de la simulacion docking son enviados mediante un link al correo
electronico adscrito a la herramienta que dirige al usuario a una pagina de
HADDOCK que muestra los diferentes modelos refinados creados y los enumera

segun el orden de puntuacion. 146.147
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ClustaPro es un servidor web para elaborar docking proteina-proteina mediante el
método de acoplamiento de cuerpos rigidos para ejecutarlo requiere adjuntar los
archivos en formato PDB del receptor y el ligando, este ofrece opciones avanzadas
como: la eliminacion de regiones de proteinas no estructuradas, la consideracion de
datos de dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS), encontrar sitios de uniéon
a heparina, la aplicacion de atraccion o repulsion, la consideracion de restricciones
de distancia por pares y la construccién de homomultimeros. 12° Al final de cada
ejecucion de acoplamiento la herramienta proporciona diez modelos, los procesos

pueden tardar hasta 4 horas.

Dentro de sus algoritmos computacionales, incluye el método de transformada
rapida de Fourier (FFT) que utiliza un potencial de interaccion por pares en su
funcién de puntuacion y aprueba acoplar péptidos flexibles en motivos de secuencia
conocidos. En ClustaPro una de las proteinas es colocada en una cuadricula fija,
mientras que la otra se ubica en una cuadricula mévil y al final analizan la energia
de interacciéon sumando algunas de las funciones de correlacién. 4 El algoritmo
FFT permite realizar un proceso acelerado sin embargo posee dos limitaciones que
consisten: una la aproximacion de cuerpo rigido debido a las superposiciones que
se pueden presentar y la otra es la expresion de energia a través de la suma de
funciones de correlacion. 4° Es una de las herramientas mas usadas para docking
proteina-proteina, es eficiente y una buena opcién a la hora de realizar este tipo de

procedimiento de quimica computacional.



HDOCK es otro servidor para ejecutar procesos docking para macromoléculas
proteina-proteina y proteina-acidos nucleicos, algo particular es que emplea un
algoritmo basado en plantillas, situacion que mejora su poder predictivo, claramente
cuando existen estructuras en las bases de datos relacionados a la prediccion a
realizar, ya que cuando no hay una similitud o la identidad es menor al 30 % del
complejo, puede proporcionar resultados engarnosos, °° en este punto es donde el
servidor también permite el andlisis de complejos de novo sin el uso de plantillas.
Otra ventaja son las opciones avanzadas que permiten adicionar datos claves para
la realizacion del docking como agregar los residuos del receptor y ligando
relacionados al contacto entre las macromoléculas, las restricciones de distancia
entre residuos e incluso la utilizacion de archivos tipo SAXS. Sin embargo, tiene una
desventaja es que solo admite el uso de dos macromoléculas para el desarrollo de

sus acoplamientos, una gran diferencia con HADDOCK. %t

Al final de cada acoplamiento, HDOCK provee 100 modelos del complejo de
prediccion, proporciona informacion sobre la plantilla empleada y un resumen de los
10 mejores acoplamientos que incluye dos puntajes, un puntaje de acoplamiento

gue debe alcanzar -200 o una puntuacion mas negativa para referirse a un mejor
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resultado y un score de confianza que debe ser mayor a 0,7 que confiere la

probabilidad de unién entre las dos macromoléculas participantes en el docking. 1°2

HDOCK es un servidor practico y clave a la hora de realizar procesos de
acoplamiento molecular, en especial cuando sus ejecuciones tienen plantillas

experimentales que dan como resultados predicciones de mayor confianza.



3. Metodologia

3.1. Descripcioén general

Tipo de estudio: Observacional analitico de corte transversal.

Poblacién: Hombres y mujeres dominicanos(as) con L/PH-NS con herencia
autosémica dominante y sus padres (trios) que asisten a la Fundacion Nifios que

Rien en Republica Dominicana que consintieron la participacion en el estudio.
Muestra: Se escogieron por conveniencia cinco familias dominicanas en trio, de
individuos afectados con L/PH-NS con herencia autosomica dominante que

cumplian con los criterios de inclusién.

Criterios de seleccién:

Criterios de inclusion:
* Hombres y mujeres dominicanos (as) de todas las edades con L/PH-NS con
herencia autosbmica dominante.
« Origen dominicano conocido de al menos tres generaciones.
« Aceptacion de participacién en la investigacion con posterior firma de un

consentimiento informado. En caso de menores de edad, este
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consentimiento debe estar firmado por sus padres o cuidadores legalmente

constituidos.

Criterios de exclusion:
« Conocimiento acerca de familiares de primer, segundo y tercer grado de
origen no dominicano.

* Individuos con L/PH sindrémico.

3.2 Fases del estudio
3.2.1 Fase 1. Preparatoria:

» Elaboracion de instrumento de recoleccion de informacion.

« Capacitaciones: Identificacion de microformas, realizacion de arboles
genealdgicos. %3

» Presentacion del proyecto a los comités de ética de las instituciones
participantes.

+ Elaboracion del documento de consentimiento informado.

3.2.2 Fase 2. Identificacion de familias y toma de muestras

Seleccién y recoleccion de Muestras:

Para la seleccion de los pacientes elegidos se usé la base de datos de la Fundacion
Nifios que Rien, con diagnostico de L/PH mediante el trabajo coordinado con los
estudiantes y profesores de odontologia de las universidades participantes
(Universidad Nacional de Colombia y la Universidad Nacional Pedro Henriguez

Urefia), se ubicaron los caso con L/PH en condicién no sindrémica y herencia



autosémica dominante. Posterior a ello, por llamada telefénica se contacté a la
persona a cargo del paciente para invitarla a participar del estudio, se citd para
diligenciar el instrumento y verificar que cumpliera con todos los criterios de
inclusion, ademas se tomaron datos clinicos, antecedentes familiares, personales,
obstétricos, se confirmé el arbol genealdgico °° en los casos de los pacientes

seleccionados.

Una vez identificados los probandos y sus padres se recolecté la informacién
mediante el instrumento, se validé la informacion y el cumplimiento de criterios de
la inclusidn, se tomaron las muestras bajo los protocolos del laboratorio Centogene,
se rotularon bajo un registro Unico por familia y fueron enviadas las muestras al
laboratorio, a continuacién, se explica el paso a paso del proceso que se realizé en
la toma de muestras:

e Se tuvo en cuenta el consentimiento informado para participantes; para
menores de edad, se requirid autorizacién por parte de un representante
legal.

e La extraccién de sangre total periférica se hizo en tubo con EDTA (tubo tapa
lila) para cada paciente (8 ml por cada paciente (2 tubos)).

e Se indico el no requerimiento de ayuno.

e Las muestras de sangre fueron colocadas en una tarjeta de papel filtro,
especificamente 50 pL de sangre en cada uno de los 10 pozos de la
Centocard, esta ultima fue proporcionada por el laboratorio Centogene para

cada paciente.
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e Una vez fueron ubicadas las muestras en la Centocard se dejaron secar a
temperatura ambiente por dos horas.
e Las muestras permanecieron a temperatura ambiente.
e Se llenaron los datos de los probandos y sus padres, con el correspondiente
antecedente familiar de L/PH-NS.
e Se archivaron en un sobre la Centocard, los datos requeridos y se enviaron

al Laboratorio Centogene en Alemania con servicio de envio internacional.

Anonimizacion de datos: Se realizé un proceso de anonimizacion de datos, se
dio un cédigo en letras y nimeros para proporcionar anonimato de la informacion
de los participantes con el fin de evitar la identificacion de estos (tabla-3-1). Fue
codificado cada expediente, tubo de toma de muestra y tarjeta de laboratorio. Para
el proceso bioinformatico se continu6 con la misma identificacion en codigo de los

participantes.

Tabla 3-1 Ejemplo de anonimizacién de datos.

Familia FAM
Numero de familia 1,2,3,4y5
Probando 1

Madre 2

Padre 3

*De autoria propia.



Quedando de la siguiente forma:

» Para la familia #1: FAM11 (probando), FAM12 (madre), FAM13 (padre)
» Para la familia #2: FAM21 (probando), FAM22 (madre), FAM23 (padre)
» Para la familia #3: FAM31 (probando), FAM32 (madre), FAM33 (padre)
» Para la familia #4: FAM41 (probando), FAM42 (madre), FAM43 (padre)

» Para la familia #5: FAM51 (probando), FAM52 (madre), FAM53 (padre)

Resguardo y archivo de expedientes fisicos y datos digitales: Los
expedientes fisicos fueron custodiados en archivo vertical con llave de la linea de
investigacion de L/PH en la oficina de Coordinacion de Investigacion de la Escuela
de Odontologia de la Universidad Nacional Pedro Henriquez Urefia (Republica
Dominicana), con solo acceso al personal de investigacion. Los datos digitales
fueron manejados en computadora portatil por la linea y solo por los

investigadores autorizados.

3.2.3 Fase 3. Secuenciacion e identificacién de variantes:

El analisis de genomas trio se realiz6 segun los protocolos del laboratorio:
Centogene
El ADN gendmico se fragmento por
sonicacion, los fragmentos generados
fueron ligados por adaptadores de

lllumina, usados para la secuenciacion
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en la plataforma HiSegX (lllumina) con
una cobertura promedio de menos 30 x.
Se implementé un flujo de trabajo que
incluyo el llamado de bases,
multiplexacién, alineacién con
referencia del genoma humano hg19,
se realizo limpieza y calidad de los
datos con identificacion de lecturas de
baja calidad y artefactos probables. >4
Para el llamado de variantes, se
utilizaron los algoritmos de HiSeq del
software v2.0 (Illumina, Inc., San Diego,
CA), para la identificacion de variantes
tipo SNV e Indels se usaron los
algoritmos de Starling Small Variant, 15°
y para detectar SV y CNV se emplearon
Canvas ¢ y Manta. %’ Las lecturas
cortas se alinearon usando Isaac. **° La
anotacion de variantes se realiz6 con
SnpEff %8 y herramientas
bioinforméticas internas de ad hoc. Se

aplicaron equipos de prediccion in silico



para evaluar la conservacion y el
posible efecto de las variantes
detectadas: FATHMM, PROVEAN,
SIFT, PolyPhen2-HDIV, ADA_score,
RF_score, MutationTaster, VEST3,
LRT, MutationAssessor, MetaSVM,
MetaLR, MCAP, REVEL, MutPred,
CADD, DANN, GERP + + NR, GERP ++
RS, phyloP100way_vertebrate,
phyloP20way _mammalian,
phastCons100way_vertebrate. Todos
los valores fueron obtenidos de la base

de datos dbNSFP. 154159

La informacion clinica e historia familiar
se tomaron en cuenta para evaluar las
variantes identificadas con respecto a
su patogenicidad y posible causalidad,
las variantes candidatas seleccionadas
se clasificaron segun las guias
publicadas del ACMG como
patogénicas, probablemente

patogénicas y variantes de significado
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incierto (VUS), en cuanto a enfermedad

y patrén de herencia. >4

3.2.4 Fase 4. Andlisis e interpretacion de variantes identificadas.

3.2.4.1 Ensamblaje de genoma completo y llamado de variantes

Centogene envio dos datos provenientes del andlisis de los cinco genomas trio,
primero la informacion cruda en formato Fastq que se usG como ejercicio y
entrenamiento para la realizacion del ensamblaje y llamado de las variantes de los
quince genomas y segundo los datos de las variantes relacionadas a enfermedades.
Con el uso de herramientas computacionales online se hizo la reclasificacion de
variantes encontradas asociadas a enfermedades incluido L/PH, se tuvieron en
cuenta dos guias: la del ACMG % y la de ClinGen. %° siguiendo los criterios de
clasificacion de variantes del ACMG. Para ello se usaron las bases de datos
poblacionales como: GhomAD, 1000 genomas y ExAc, algoritmos de apoyo para
clasificacion de variantes: Clinvar, Varsome y InterVar. Se emplearon las
herramientas de Genome Browser de la “University of California Santa Cruz”, en
especial el Variant Annotation Integrator 11, donde se aplicaron algunos softwares
de prediccion: Mutation Taster, SIFT y PolyPhen-2, ademas, de la base de datos
Database of Genomic Variants, (catdlogo de variacion estructural gendmica

humana) 12 y del NCBI Genome Data Viewer. 163



3.2.4.2 Analisis estructural y funcional de variantes encontradas en L/PH-NS

3.2.4.2.1 Modelamiento de proteinas mediante herramientas computacionales
Para mapear los posibles cambios conformacionales causados por las variantes
relacionadas a L/PH e identificar si las variaciones se encuentran en regiones clave
que afecten la funcionalidad de las proteinas, primero se hizo la visualizacion de
estas Ultimas, mediante la herramienta de PyMOL y para aquellas que no cuentan
con plantilla en la Protein Data Bank (PDB), ni estructuras obtenidas por métodos
experimentales en otras bases de datos, se emplearon programas para prediccion

de estructuras 3D como: SWISS-MODEL 1!y ColabFold empleando AlphaFold2.

119

Para la evaluacién de los modelos de prediccidon estructural se utilizaron: la
herramienta “Structure Assessment de SWISS-MODEL, ¢4 y el servidor de
verificacion y andlisis de estructuras de proteinas (SAVES), % usando las

herramientas ERRAT, PROVE y PROCHECK. 108

Se hizo, ademas, analisis por meta servidores para evaluar la estructura 2D de las

estructuras 3D obtenidas.

3.2.4.2.2 Acoplamiento molecular
Para entender mejor el mecanismo biolégico de dafio de las variantes encontradas

y describir las interacciones con otras estructuras proteicas se realizaron
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ejecuciones de acoplamiento molecular, se tomaron en cuenta dos algoritmos: el
servidor HDOCK y el HADDOCK, ambos ejecutan docking de proteina-proteina y

proteina-acidos nucleicos, con algoritmos diferentes.

Con el fin de visualizar los modelos de acoplamiento se usaron: la base de datos
DNAproDB una herramienta online empleada para el andlisis estructural de

complejos ADN-proteina %6 y el algoritmo Ligplot. 167

3.2.4.2.3 Red de genes relacionada a IRF6 y al desarrollo de fisuras orofaciales
no sindromicas.

Se realiz6 una red de genes relacionada a las variantes identificadas y al desarrollo
de fisuras orofaciales de caracter no sindromico, se tomaron los recursos
bibliograficos como: PubMd, Science Direct, EMBASE, Scopus, Elsevier, Biblioteca
Virtual en Salud y Plos One, teniendo en cuenta los siguientes términos MeSH: cleft
lip, cleft palate, Cleft Lip with or without Cleft Palate, Nonsyndromic, Orofacial Cleft,
networks, gene, embryonic development, maxillofacial development, Palate and Lip.
Se escogieron los articulos experimentales y con datos estadisticamente
significativos con p valor < 0.05. Ademas, se hizo una revision en bases de datos
asociadas a redes reguladoras de genes: PathCards Pathway Unification Database
, 168 BioGRID, 1%° Genemania, %" STRING, 170 NDEXx, 1t Wikipathways, 1> TRRUST,

173 pathDIP, 17 e IntAct. 175



Con el listado de genes obtenidos en el proceso anterior relacionados al desarrollo
craneofacial y al L/PH, se construy6 una red de genes a través de Excel, en las filas
se tuvieron en cuenta las siguientes ubicaciones: en las dos primeras fueron
situados los dos nodos (nodol y nodo2), seguido por el tipo de interaccion
identificado (expresion, inhibicion, potenciador, co-expresion y desconocida
relacionada a datos obtenidos por textmining y estadistica), después, en la cuarta
fila el tipo de evidencia (experimental y extraccion de texto), en la quinta, la
metodologia empleada en los estudios encontrados asociados a la evidencia, en la
siguiente fila se ubicd la especie en la que se realizaron las investigaciones, luego
los resultados de estos mismos y en la ultima fila se dispusieron las referencias
bibliograficas. Finalmente usando la herramienta Cytoscape, ¢ se cre6 el grafo

dirigido.

Para el andlisis de los datos obtenidos por la red de genes, se empleé la base de
datos DAVID ?° la cual ejecuté un estudio sistematico e integrador de todos los
posibles procesos biolégicos implicados, se tom6 en cuenta el protocolo empleado
en un estudio de red de genes publicado en el 2015. 177 Para su realizacion primero
se agrego el listado de genes de L/PH-NS, posteriormente, se seleccioné el tipo de
identificador para los genes en este caso “oficial gene symbol”, después se eligio la
especie en la que se deseaba realizar la anotacion funcional (Homo sapiens) luego
se escogio el tipo de lista, donde se opto por la lista de genes como alternativa y
se dio inicio al proceso, en un segundo paso se tuvo acceso alos moédulos analiticos

de DAVID, que incluyeron: Las herramientas de anotacion funcional, la agrupacion
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de anotaciones funcionales, el grafico de anotacion funcional y una variedad de

tablas de anotaciones funcionales. 178

3.3 Analisis estadistico

Se llevé a cabo una estadistica descriptiva mediante el programa de Jamovi 2.2.5
179 se obtuvieron tablas de frecuencia con conteos y porcentajes, diagramas de
barra para las variables nominales y categéricas de los datos sociodemograficos y
clinicos. Para las variables continuas como la edad, se adquirieron datos de rangos,
desviacidbn estandar y frecuencias. A continuacion, se evidencia la

operacionalizacion de las variables:

Tabla 3-2 Operacionalizacion de las variables del estudio.

Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion Posibles Nivel de Naturaleza
respuestas medicién
Familia Ndmero de Familia 1 Familia Nominal Cualitativa
familia. 2 Familia 3
Familia 4 Familia
5

Tipo de pariente Tipo de familiar 1. Probando 2.
en la familiatrio  Madre 3. Padre
Sexo Condicion 1. Masculino 2. Nominal Cualitativa
bioldgica gue femenino
distingue a los
hombres de las

mujeres.
Edad Afos cumplidos 0-80 Razon Cualitativa
gue ha vivido un discreta

individuo desde
el nacimiento.




Presencia de EI individuo 1. Afectado 2. No Nominal Cualitativa
fisura orofacial presenta o no afectado

labio y/o paladar

hendido.
Ubicacién de Sitio donde 1. Urbana 2. Nominal Cualitativa
residencia reside el Rural 3. Peri-

individuo. urbana
Procedencia Provincia donde Provincias de Nominal Cualitativa

reside el Republica

individuo. Dominicana
Percepcion de Percepcion de 1. Alto 2. Nominal Cualitativa
estrato cada individuo Medio 3.
socioeconomico de su estrato Medio-

socioecondémico. bajo 4.

Bajo

Edad de Tiempoenelque 1. Prenatal 2. Nominal Cualitativa
diagndstico se realiza Natal 3 Posnatal

diagnéstico  de

labio y/o paladar

hendido.
Nexo sanguineo Parentesco 1. Si 2. No Nominal Cualitativa
entre familiares natural de una
cercanos persona con otra

u otras que

descienden de

los mismos

antepasados,

hasta una

tercera

generacion.
Contacto con Madre y/o padre 1. Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
plaguicidas estuvo en sabe

contacto con

plaguicidas

durante la

gestaciéon del

probando.
Contacto con Madre y/o padre 1. Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
guimicos estuvo en sabe

contacto con

quimicos durante
la gestacion del
probando.
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Consumi6 acido La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
folico 3 meses probando sabe
antes de la consumié previo
concepcion a la concepcion
por tres meses
acido folico.
Consumi6 acido La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
folico  durante probando sabe
los tres consumié acido
primeros meses folico durante los
del embarazo primeros tres
meses del
embarazo.
Consumi6 la La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
madre probando tomé sabe
medicamento medicamentos
durante el diferentes a los
embarazo micronutrientes
durante el
embarazo.
Consumi6é licor La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
durante el probando sabe
embarazo consumié licor
durante el
embarazo.
Consumi6 La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
cigarrillo probando sabe
durante el consumio
embarazo cigarrillo durante
el embarazo.
Fue fumadora La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
pasiva durante probando estuvo sabe
el embarazo en contacto
cercano de algun
individuo
fumador al
menos 5diasala
semana.
Estuvo en La madre del 1.Si 2. No 3. No Nominal Cualitativa
contacto con probando estuvo sabe
radiaciéon en contacto con
durante el radiacion
embarazo ionizante en el

embarazo.




Presencia de

microformas

Formas leves de
las hendiduras
orofaciales.

1. Torus palatino
2. Uvula bifida 3.
Agenesia del
incisivo lateral
superior 4.
Dientes
supernumerarios
5. Labio fisurado
microformado 6.
Bbéveda palatina
profunda 7. Arco
maxilar en forma
de Vv 8.
Morfologia de los
incisivos laterales
superiores
(conicos) 9.
Paladar
submucoso  10.
Ninguna

Nominal

Cualitativa

Subfenotipo
labio y/o paladar
hendido

Conjunto de
caracteres
visibles que un
individuo
presenta
relacionados a
labio y/o paladar
hendido.

1.Labio y paladar
hendido bilateral
2.Labio y paladar
hendido unilateral
3.Labio hendido
unilateral

4.Labio hendido
bilateral
5.Paladar
hendido completo
6.Paladar
hendido unilateral
7.5ano

8. Labio hendido
unilateral y
paladar hendido
bilateral

9.Labio hendido
bilateral y paladar
hendido unilateral

Nominal

Cualitativa

Variantes
incidentales

Documentacion
de variantes
incidentales
patogénicas,

1. Positivo 2.
Negativo

Nominal

Cualitativa
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probablemente
patogénicas o de
significado
incierto en el
analisis
bioinformético
del genoma.
Variantes Cambios en la 1.Si2No Nominal Cualitativa
relacionadas a secuencia de
fisuras ADN,
orofaciales patogénicos,
probablemente
patogénicos
relacionados al
fenotipo del
paciente.

*Autoria propia.
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4.Resultados

4.1 Caracterizacion de la muestra

Mediante la base de datos de la Fundacion Nifios que Rien, ubicada en la provincia
de Espaillat en Republica Dominicana, se lograron identificar cinco familias que
cumplieron con los criterios de inclusion mencionados en el apartado metodolégico,
a continuacion, se describe la informacién relevante que se hallé en cada una de

las familias.

4.1.1 Componente sociodemogréafico

De las cinco familias, tres tuvieron una percepcion de estrato
socioecondmico medio-bajo y dos de nivel medio (Figura 4-1). En cuanto
a la ubicacion de residencia, tres familias se localizaron en zonas

rurales y dos en regiones peri-urbanas.



(%]
L

3 . Familia

counis

o oha =

IMedio-bajo Eajo

Percepcion de estrato socioeconomico

Figura 4-1 Frecuencia de percepcion de estrato socioeconémico. De
autoria propia, realizada mediante “The jamovi project (2022). jamovi
(Version 2.2.5). 7?

4.1.2 Componente ambiental

Con relacion a los datos ambientales no hubo contacto de radiacion ni
consumo de alcohol por parte de las madres durante el embarazo. Las
cinco madres no consumieron acido félico de manera preconcepcional
(antes de los tres meses de concepcion) y solo dos reportaron consumo
de acido folico durante los primeros tres meses de gestacién. En dos
familias, los padres indicaron consumo de cigarrillo durante la gestacién,
dos padres y una madre tuvieron contacto con plaguicidas y quimicos.

Dos madres fueron fumadoras pasivas.

4.1.3 Componente clinico
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Los quince participantes fueron caracterizados, tenian una edad media de 39.9
afios, una desviacién estandar de 14.4, con un valor minimo de 16 afios y un
maximo de 63. Ocho presentaron L/PH-NS, cinco eran mujeres y tres hombres; de
los siete no afectados cuatro fueron hombres y dos mujeres (Figura 4-2). Con
respecto a los fenotipos de las fisuras, cuatro correspondian a labio y/o paladar
hendido bilateral (LPHB), dos a labio y/o paladar hendido unilateral (LPHU), un
individuo con paladar hendido (PH) y otro con labio hendido bilateral (LHB) y paladar
hendido unilateral (PHU). La edad del diagnéstico del L/PH-NS para los cinco

probandos fue de forma natal, es decir, al nacimiento.

Presencia de fisura orofacial
Si
Mo

counts

Hombra IMujer

Sexo

Figura 4-2 Frecuencia de presencia o ausencia de hendiduras
orofaciales. De autoria propia, realizada mediante “The jamovi project
(2022). jamovi (Version 2.2.5). 72

4.2 Microformas

Con relacion a las microformas encontradas en las cinco familias reclutadas se
identificaron los siguiente datos: (Tabla 4-1)



Tabla 4-1 Frecuencias tipo de microforma

%

Niveles Conteo Total Acumulativo%
Ausencia de microforma 4 12.1% 121 %
Boveda palatina profunda 4 121 % 24.2%
Asimetria nasal 9 27.3% 51.5%
Agenesia de incisivo lateral superior 1 3.0% 54.5 %
Uvula bifida 2 6.1% 60.6 %
Arco maxilar en forma de V 5 15.2% 75.8 %
Paladar submucoso 1 3.0% 78.8 %
Incisivos laterales cénicos 1 3.0% 81.8%
Torus palatino 3 9.1% 90.9 %
er:tseerir:)crléiscongenlta de dientes 2 6.1 % 97.0%
Dientes supernumerarios 1 3.0% 100.0 %

*De autoria propia, realizada mediante “The jamovi project (2022). jamovi (Version

2.2.5). 72

A continuacion, se muestra una tabla resumen con la informacién mas relevante
identificada en las cinco familias. (Tabla 4-2)

Tabla 4-2 Resumen datos sociodemogréficos, ambientales y clinicos de las cinco

familias
Datos Familia Familia Familia Familia Familia
sociodemogréaficos 1 2 3 4 5
Sex Masculin Afectado 1 0 0 1 0
on 0 S
Femenin Afectado 1 2 1 1 1
0 S
Masculin No 1 1 1 0 1
0 afectado

S
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Femenin No 0 0 1 1 1
0 afectado
S
Edad en afios  Proband 17 34 27 23 16
n 0]
Madre 37 55 43 58 43
Padre 48 63 51 43 41
Procedencian Proband Provinci Provincia Provinci Provinci Provinci
0] a de aSanto adela a
Puerto Valverde Doming Vega  Espalilla
Plata 0 t
Madre  Provinci Provincia Provinci Provinci Provinci
a de ade ade lLa a
Puerto  Valverde San Vega  Espailla
Plata Juan t
Padre Provinci Provincia Provinci Provinci Provinci
a de a a a
Dajabon Santiago Puerto Espailla Espailla
Rodrigue  Plata t t
y4
Percepcion de  Medio- 1 0 0 1 1
estrato bajo
socieconémic Medio 0 1 1 0 0
0
Datos ambientales Familia Familia2 Familia Familia Familia
1 3 4 5
Consumo de Madre 0 0 0 0 0
cigarrillo Padre 0 1 1 0 1
Contacto Madre 0 0 0 1 0
plaguicidas Padre 0 1 0 1 0
padre
Consumo de Madre 0 0 0 0 0
alcohol padre  padre 1 0 0 0 1
Contacto con Madre 0 0 0 0 0
radiacion Padre 0 0 0 0 0
Consumo de  Antes de 0 0 0 0 0
acido félico los 3
meses
de
embaraz

on




Durante 0 1 0 0 1

los
primeros
3 meses
de
gestacio
nn
Datos Clinicos Familia Familia2 Familia Familia Familia
1 3 4 5
Edad de Prenatal 0 0 0 0 0
diagndstico n
Natal n 1 1 1 1 1
Posnatal 0 0 0 0 0
n
Tipo de fisura Proband LPHB PH LHB- LPHB LHI-PH
orofacial 0] PHI
Madre LPHB LHI-PH Sin Sin Sin
fisura fisura fisura
Padre Sin Sin fisura Sin LPHB Sin
fisura fisura fisura

*De autoria propia. Labio y paladar hendido bilateral (LPHB), paladar hendido (PH),
labio hendido bilateral (LHB), labio hendido izquierdo (LHI), Paladar hendido
izquierdo (PHI).

4.3 Descripcion general de cada familia con su respectiva
genealogia e informacion poblacional.

Familia 1

Es una familia que procede de Luperdn, municipio de la provincia de Puerto Plata,
ubicado al norte de Republica Dominicana, el conjunto escogido estuvo constituido
por un probando masculino, la madre y el padre, en donde madre e hijo presentaban
LPHB, sin ninguna otra asociacion de anomalia o malformacion congénita en algun
otro sistema; el padre no presenta hendidura orofacial ni ningiin otro compromiso

relacionado a una enfermedad sindrémica. Por la linea materna, las cuatro Ultimas
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generaciones proceden y residen en Luperon y como se muestra en el siguiente
arbol genealdgico del probando (Figura 4-4), hay dos generaciones afectadas con
fisuras orofaciales, con dos diferentes fenotipos: paciente, madre y prima con LPHB
y otra prima con PH, lo que constituye una genealogia con una herencia autosémica
dominante. La linea paterna, abuelos y bisabuelos, proceden de Dajabon y del
Partido, municipios que hacen parte de la Provincia de Dajabén al noroeste, no se
evidenciaron familiares afectados con fisuras orofaciales o alguna condicién

sindromica en este grupo (Figura 4-3).

Pertenecen a un grupo socioecondmico medio bajo, el probando es estudiante, la
madre es ama de casa y el padre es pintor automotriz. El paciente fue fruto de
primera gestacidon no planeada, pero deseada, inicio temprano de controles
prenatales, primer trimestre, no consumo de &cido foélico antes y durante los
primeros tres meses de la gestacion, la madre neg6 contacto con plaguicidas,
quimicos, radiacion cigarrillo y tabaco. ElI padre consumié alcohol en el primer

trimestre, un dia a la semana.



v
Paladar hendido
1
v
A Labio y paladar hendido bilateral
Labio y paladar hendido bilateral
LEGEND
M Labio y paladar hendido bilateral
Il Paladar hendido

Labio y paladar hendido bilateral

Figura 4-3 Genealogia familia 1. Realizado con la herramienta “Family history tool”

de Invitae. 181

FAMILIA 1
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LR Monclén Partido Dajabé Luperén
E 83 71 63
1l A Rodriguez Redriguez Fermin Morrobel Villamon
LN || Partido Dajabén Partido Dajabén Luperén
LR | Partido Dajabén Santiago Luperén
E 48
n A |Rodriguez Rodriguez|
LN | Partido Dajabon
o Luperén
E 17 12
A |Rodriguez Garcia Rodriguez Garcia
i\ LN Luperén Luperén
3 Luperén Luperén

75
Garcia Montes
Luperén
Luperan

37
Garcia Cuete
Luperén
Luperén

54
Garcia Cueto
Luperén
Luperén
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Figura 4-4 Informacién genealOgica poblacional familia 1. Construccion propia,
usando como base la plantilla de arbol genealdgico empleado por el grupo de

genética de poblaciones de la Universidad Nacional de Colombia. 182

Familia 2

La segunda familia procede del Noroeste de Republica Dominicana en la provincia
de Valverde y de Santiago de Rodriguez, constituida por una probando femenina,
la madre y el padre, la primera mencionada nacié en el pueblo de la Yagua
localizado en la provincia de Valverde y reside en Jaibon de Pueblo Nuevo que es
un distrito municipal referente al municipio de Mao en la Provincia de Valverde. La
linea materna procede de Mao y algunos miembros como la abuela y bisabuela de
Monciéon que es un municipio situado en la provincia de Santiago Rodriguez,
limitrofe con Mao al norte. La linea paterna procede de Moncion, el cual esta
ubicado al noroeste de Republica Dominicanay limitrofe a Mao (Figura 4-6). En esta
familia hay dos generaciones afectadas por linea materna, madre y probando con
fenotipo diferentes de fisuras orofaciales, la primera con PH y la segunda con LPHU,
constituye una genealogia con herencia autosémica dominante, no asociada a

alguna otra anomalia congénita, por lo que es una fisura no sindromica Figura 4-5).

La familia pertenece a un grupo socioecondmico medio, la probando y madre son
amas de casa, el padre agricultor. La gestacion de la probando fue planificada,

producto del cuarto embarazo, la madre tuvo dos pérdidas sin etiologia conocida,



hizo controles prenatales, no inicié en el primer trimestre, no consumio acido folico
antes de la gestacion, pero si en los primeros 3 meses, madre fue fumadora pasiva,
padre fumaba 5 cigarrillo al dia. Madre niega el consumo de alcohol, tabaco y
cigarrillo. El padre tuvo contacto con plaguicidas y quimicos como Cipemetrina y

Biosin.

O O

aladar hendido
en SMPD1 c.1829_1831del

O
o :‘ s @ : 6—|

Gen SMPD1 c.1829_1831del
Labio y paladar hendide unilateral

[ol)

LEGEND

M Labio y paladar hendido unilateral
W Paladar hendido

Figura 4-5 Genealogia familia 2. Realizado con la herramienta “Family history tool”
de Invitae. 8!
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FAMILIA 2

‘ Genealogia paterna ‘ ‘ Genealogia materna ‘

Monclon Pueblo Nuevo
Monclén Pueblo Nueve,

A | Taveras Peralta Castellanos
LN Monclén Pueblo Nuevo

75
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Rodriguez
Monclén

LN Monclén Pueblo Nuevo Luperén

Monclon Monclon Monclon Pueblo Nuevo Luperan

Monclon

74
Rodriguez

Tejeda Almonte

Menclon Monclon

Menclén 5 Pueblo Nuevo
Menclon

E &6
m A || Taveras Almonte
Manclén

Rodriguez Castellanos)

Pueblo Nuevo

34 27
Taveras Rodriguez
LaYagua

Bueblo Nuevp

Edad (E)
Apellido (A)
Lugar de nacimiento (LN)
Lugar de residencia (LR)

Figura 4-6 Informacion genealdgica poblacional familia 2. Construccion propia,
usando como base la plantilla de arbol genealdgico empleado por el grupo de

genética de poblaciones de la Universidad Nacional de Colombia. 182

Familia 3

La tercera familia trio se conforma por una probando femenina, la madre y el padre.
La probando procede de Santo Domingo, la Capital de Republica Dominicana,
localizada al sur del pais, la linea materna procede de la provincia de San Juan
localizada en el centro-oeste. Esta limita al norte con las provincias de Santiago y
Santiago Rodriguez, al este con la provincia Azua y parcialmente con la provincia
de La Vega en el noreste; la linea paterna procede de la provincia de Puerto Plata
ubicada en el noroeste de Republica Dominicana (figura 4-9). Con relacion al arbol

genealogico de la probando, se encontraron afectadas tres generaciones con



fisuras orofaciales no sindrémicas relacionadas a la linea materna, dos tios abuelos

de género masculino y una tia LPHB y una probando con LHB y PHU (figura 4-8).

Paciente fruto de cuarta gestacion, embarazo deseado no planeado, inicio de
controles prenatales en primer trimestre, la madre niega consumo de licor, cigarrillo,
tabaco y radiacion. Los padres de este trio no tuvieron contacto con plaguicidas y
quimicos durante la gestacién. La madre no consumio acido félico de forma
preconcepcional ni en los tres primeros meses de gestacion, ademas fue fumadora

pasiva.

1 2 3 4

1 ) 3 4 5 3 T 8 ] 10 1 2
" BN,
Labio y paladar hendido bilateral Labio y paladar hendido bilateral

P 2 3 4

- [ O @ U
Labio y paladar hendido bilateral
1 H 3
A

Labio hendido bilateral y paladar
hendido unilateral

LEGEND

M Labio y paladar hendido bilateral
M Labio hendido bilateral y paladar hendido
unilateral

Figura 4-7. Genealogia familia 3. Realizado con la herramienta “Family history
tool” de Invitae. 181
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FAMILIA 3
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‘ Genealogia materna ‘
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Figura 4-8. Informacion

Lugar de residencia (LR)

genealdgica poblacional familia 3. Construccién propia,

usando como base la plantilla de arbol genealégico empleado por el grupo de

genética de poblaciones de la Universidad Nacional de Colombia. 82

Familia 4

La cuarta familia procede

Republica Dominicana, la

de la provincia de La vega, ubicada en el centro norte de

estirpe trio escogida procede de los pueblos de Rio Verde

Abajo y La Vega hacen parte de la provincia ya mencionada, conformada por una

probando femenina, la madre y el padre (Figura 4-10). El arbol genealdgico de la

probando presenta por la linea materna dos generaciones afectadas con fisuras

orofaciales, madre, primo

y probando con LPHB (Figura 4-9).



La familia pertenece a un grupo socioeconémico medio-bajo, probando es fruto de
la tercera gestacion, no inicié de forma temprana controles prenatales, es decir,
durante el primer trimestre de gestacion, madre y padre refirieron contacto con
plaguicidas y quimicos, no relacién en la gestacion con alcohol y cigarrillo. No

consumo de acido félico antes y durante el embarazo.

Hipertension

[ 7 8
Labio y paladar hendido bilateral Variante por ganancia CNV de

significado incierto en
23q11.1g11.21

Hipertensién

Z-

Labio y paladar hendido bilateral

Labio y paladar hendido bilateral
Variante per ganancia CNV de
significado incierto en
22q11.1g11.21

Gen DUOX2 ¢.2895_2698del
variante heterocigota

Sindrome Down

LEGEND

M Labio y paladar hendido bilateral

I Variante por ganancia CNV de significada
incierto en 22g11.1g11.21,

M Hipertension

M Sindrome Down

Figura 4-9 Genealogia familia 4. Realizado con la herramienta “Family history tool”
de Invitae. 8!
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FAMILIA 4
Genealogia paterna ‘ ‘ Genealogia materna ‘
e | @ . 80 ) 91
A Cruz Paulino Sanchez Coronado Nuifez Abreu Estrella
I LN Licey Pueblo Viejo LaVega LaVega Rio Verde Abajo
- San Juan RioVerde Abajo Ric Verde Abajo Rio Verde Abajo
£ 90 80 58
i A Cruz Mejia Canario Sinchez Ninez Abreu Estrella
i LaVega LaVega
LR Rio Verde Abajo Rio Verde Abajg
E 58 43
11 A Cruz Canario Nufiez Estrella
LN Moca LaVega
LR | RioVerde Abajo Rio Verde Abaj
. 2% 1] n
A | CruzNiez Cruz Nifez Cruz Nufez
v LN LaVega Rio Verde Abajo Ric Verde Abajo Edad (E)
LR Espaia Rio Verde Abajg, Ric Verde Abajo Apellido (A)
Lugar de nacimiento (LN)

Lugar de residencia (LR)

Figura 4-10 Informacion genealdgica poblacional familia 4. Construccion propia,
usando como base la plantilla de arbol genealégico empleado por el grupo de

genética de poblaciones de la Universidad Nacional de Colombia. 82

Familia 5

La quinta familia que procede de Moca, un municipio de la provincia de Espaillat,
localizada en el centro norte de Republica Dominicana, tanto linea materna y
paterna proceden de Moca, niegan consanguinidad, pero existe coterraniedad. El
trio seleccionado se constituye por probando femenina, la madre y el padre. El arbol
genealdgico de la probando (Figura 4-14) evidencio cuatro generaciones afectadas
con fisuras orofaciales por la linea materna, bisabuela y primo con LPHU, madre
con agenesia de incisivos laterales superiores y presunta microforma torus palatino

bilobulado como se muestra en la figura 4-11; hermana, sobrino y primo con PH,



prima con LPHB y probando con LHI-PH , (Figura 4-13) ninguno con presencia de
hoyuelos o fositas en el labio inferior a excepcion de la probando que muestra una
fistula unilateral en la region central de la mucosa oral cerca al labio inferior, como

se evidencia en la figura 4-12.

Figura 4-11 Fenotipo madre de la probando de la familia 5. Obtenida durante la

evaluacion de los pacientes del estudio.
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Figura 4-12 Fenotipo de la probando de la familia 5. Obtenida durante la evaluacion

de los pacientes del estudio.

La familia corresponde a un estrato socioeconomico medio-bajo. Probando fruto de
primera gestacion, embarazo deseado no planeado, inicia de forma temprana
controles prenatales durante el primer trimestre, madre niega contacto directo con
quimicos, plaguicidas, no consumo de licor o cigarrillo. El padre consumié cigarrillo
y licor en la gestacion. Refirieron que viven cerca de un matadero y finca de cultivo

de platano y yuca.



Torus palatino bilobulado

Ausencia congénita de dientes
anteriores

Variante &n el gen IRF6 delecion de
und copia exones 1 -3 heterocigota
patbgénica

1 2 3 4 5 6 7
v D .
Ed Paladar hendido Labio y paladar hendido bilateral Paladar hendido Labio y paladar hendido unilateral

Labio y paladar hendido unilateral
Variante en el gen IRF6 delecion de
una copia exones 1-3 heterocigota
patogénica

Variante en el gen B3GLCT
€.660+1G>A heterocigota Corte y
empalme patogénica

Variante en el gen HBB c.20A>T
p.(Glu7Val) heterocigota Cambio de
sentido patogénica

Paladar hendido

LEGEND

Labio y paladar hendido unilateral

M Variante en el gen IRF6 delecion de una copia
exones 1 -3 heterocigota patogénica

M Torus palatino bilobulado

W Ausencia congénita de dientes anteriores

M Paladar hendido

M Labio y paladar hendido bilateral

Figura 4-13 Genealogia familia 5. Realizado con la herramienta “Family history
tool” de Invitae. 181
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FAMILIA 5

Genealogia paterna Genealogia materna ‘

E 41

11 A | Bautista Gomez
N Moca

o Moca

Edad (E)
Apellido (A)
Lugar de nacimiento (LN)
Lugar de residencia (LR)

Figura 4-14 Informacion genealégica poblacional familia 5. Construccion propia,
usando como base la plantilla de arbol genealégico empleado por el grupo de

genética de poblaciones de la Universidad Nacional de Colombia. 82

4.4 Caracterizacion molecular

En el andlisis realizado de los genomas trio en las cinco familias de Republica
Dominicana se identificaron ocho variantes relacionadas a enfermedades dos
CNVs, dos Indels y cuatro SNVs. Al usar los criterios del ACMG se encontraron
cinco variantes con clasificacion patogénica y tres variantes de significado incierto
(ver Tabla 4-3). Que incluyeron cambios en 23 genes IRF6, B362CT, HBB,
CYP21Al1, SMPD1, DUOX2, CCT8L2, TPTEP1l, ANKRD62P1-PARP4P3,
LINC01665, XKR3, HSFY1P1, GAB4, CECRY7, IL17RA, TMEM121B, LINC01664,

HDHDS5, HDHD5-AS1, ADA2, CECRS3, CECR2.



Tabla 4-3 Descripcion de variantes encontradas en el estudio.

TMEM12

Gen o Coordenadas Cambiode Cigosida Tipoy Familia y
genes de la variante Aminoéacid d Clasificaci  pariente
0 on

CYP21A2 NM_000500. Heterocig SNV Familia dos
5: C.- ota Variante probando vy
103A>G de madre

significado
incierto
(Region
promotora
pseudogén
efecto
desconoci
do)

CYP21A2 NM_000500. Heterocig SNV Familia dos
7 ota Variante probando vy
c.-113G>A de madre

significado
incierto
(Region
promotora
pseudogén
, efecto
desconoci
do)

SMPD1 NM_000543. p.(Arg610d Heterocig Indel (In- Familia dos
4:c.1829 183 el) ota frame) Probando
1del Patogénica

CCT8L2, arr[GRCh37] CNV Familia tres

TPTEP1, 22qgl1l1.1qgl11.2 Variante probando vy

ANKRD6 1(16888900 de madre

2P1- 17938906)x3 significado

PARP4P incierto

3,

LINCO16

65,

XKR3,

HSFY1P

1, GAB4,

CECRY?7,

IL17RA,
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1B,
LINCO16
64,
HDHDS5,
HDHD5-
AS1,
ADAZ2,
CECR3,
CECR2
DUOX2 NM_014080. p.(Phe966 Heterocig Indel Familia tres
4: Serfs*29) ota (Frameshif Probando
€.2895_2898 t)
del Patogénica
IRF6 seq[GRCh37] Heterocig CNV, Familia cinco
chr1:2099699 ota delecién probando vy
54- de los madre
209980303x1 exones 1 -
3
Patogénica
B3GLCT NM_194318. Heterocig SNV Familia cinco
3:¢.660+1G> ota (Corte y probando
A empalme)
Patogénica
HBB NM_000518. p.(Glu7Vval Heterocig SNV Familia cinco
4: ) ota (Missense) probando
c.20A>T Patogénica

*De autoria propia, informacién tomada de los reportes de Centogene.

De las ocho variantes identificadas, solo una tuvo relacion al desarrollo de L/PH-NS,
encontrada en la familia cinco, una variante en el gen IRF6 en la probando (LHB y
PH) y la madre (con ausencia de incisivos laterales superiores y torus palatino
bilobulado). La variante consistidé en una pérdida de una copia de los exones 1-3,
se encontro en las coordenadas seq[GRCh37] chrl:209969954-209980303, que

corresponde a una peérdida de 1 copia de 10.349 kb, este hallazgo fue confirmado



por analisis de MLPA. Esta variante es una CNV con clasificacion patogénica segun

las recomendaciones de Centogene y ACMG. %

En la tabla 4-4 se muestra el resumen del analisis de reclasificacion de las variantes

encontradas no relacionadas con fisuras orofaciales:

Tabla 4-4 Reclasificacion de variantes encontradas no relacionadas con fisuras

orofaciales.

Familia Variantes Relacion genotipo fenotipo Criterios
incidentales ACMG
encontradas

Dos CYP21A2: Este gen codifica la enzima 21- BS1, BP4 vy

NM_000500.5:c.- hidroxilasa, esta Ultima se BP6.

103A>G involucra en muchos procesos Probablemente
heterocigota de  relacionados con la produccion de benigna.
significado hormonas como

incierto mineralocorticoides, androgenos y

CYP21A2: cortisol, a nivel de las glandulas BS1, PP5.
NM_000500.7:c.- suprarrenales, la deficiencia 21- Variante de
113G>A hidroxilasa se relaciona con la significado
heterocigota de  aparicion de hiperplasia incierto.
significado suprarrenal congénita que tiene

incierto una herencia autosomica recesiva.

183 Al realizar la evaluacion del
cuadro clinico de los individuos
portadores, estos no manifiestan
sintomas relacionados a la entidad
descrita. Estas variantes se
encuentran a nivel de la region
promotora del pseudogén, sin
embargo, estos dos cambios se
han identificado que pasan al gen
por conversion génica y afectan la
funcidn de la proteina que codifica
el gen CYP21A2. 84 E| promotor
del pseudogén es un 80 % menos




101 Caracterizacion funcional de variantes (SNV, Indels, CNVs) analizadas por
medios computacionales en 5 familias dominicanas con labio y/o paladar hendido no sindrémico.

activo que el CYP21A2 debido a la
presencia de mutaciones
-126C>T, -113G>A, -110T>C y
-103A>G en estas cuatro
variantes identificadas. 18°

La variante c.-113G>A, tiene una
frecuencia casi tres veces a la
frecuencia alélica méaxima
esperada para una Vvariante
patogénica en el gen que causa
enfermedad (0,002), lo que la
cataloga en las bases
poblacionales como una variante
benigna. Los estudios de
expresion in vitro del alelo alin no
muestran resultados claros en la
afectacion funcional. 1%  Sin
embargo, en la literatura se
encuentran reportados casos de

pacientes con hiperplasia
suprarrenal clasica y no clasica,
pero asociada variantes

heterocigotas compuestas, de una
variante en region codificante del
gen y otra dada en la no
codificante como es el caso de la
variante referida previamente.
187,188 Con relacion a la variante

c.103 A>G, las bases
poblacionales, evidencian a la
frecuencia alélica maxima

esperada para una Vvariante
patogénica en el gen que causa
enfermedad en poblacién africana
(0,016) GnomAD. 18  En
herramientas bioinformaticas para
predecir dafo la identifican como
variante benigna y estudios en la
literatura establecen la variante
como benigna y en bases de datos
como Global Variome shared
LOVD indican casos reportados
como de significado incierto
(VUS). 190




SMPD1: No se reportd esta variante en PS3, PS4,
NM_000543.4: ninguno de los padres de la PM4, PP3.
c.1829 1831del probando, por lo cual se puede Patogénica.
(p.Arg610del) considerar como una mutacion
heterocigota nueva. En forma homocigota esta
in frame variante ha sido asociada con

sindrome de Niemman Pick, 1%

por lo que no se relaciona al

fenotipo de la paciente.

Cuatro DUOX2: Este gen codifica para una enzima PVS1, PM2,
NM_014080.4: relacionada con la formaciéon de la PP5.
€.2895_2898del hormona tiroidea y en forma Patogénica.
en forma homocigota puede ocasionar
heterocigota hipotiroidismo congénito. No esta

asociado con los antecedentes de
la probando. 192
Ganancia en Se identific6 una variante por
el numero ganancia en el numero de copias 2B, 3A, 4D, 5C.
de copias (CNV) (CNV) de significado incierto en el Significado
de significado 22011.1g11.21 de incierto.

incierto en
22q11.1gq11.21

aproximadamente 1 Mb, la cual
incluye 16 genes. Las
duplicaciones en esta regién son
asociadas con el sindrome cat
eye. Siguiendo las normas
técnicas para la interpretacion y el
informe de variantes
constitucionales del numero de
copias: una recomendacion de
consenso conjunto del ACMG vy
Clinical Genome Resource
(ClinGen), 0. basados en esta
informacion, la variante es de
significado incierto, puntaje total
de -0.60 (puntaje entre 0,89 a
-0,89 puntos). Se confirma que
esta variante es de origen
materno, la madre es sana. Por lo
anterior, se realiz6 un examen a la
probando y a la madre en busca de
los hallazgos clinicos relacionados
con el sindrome de cat eye, no
encontrando ni colobomas de iris
ni antecedentes de alteraciones
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anorectales. Igualmente, dado que
el  progenitor afectado por
hendidura orofacial es el padre y la
CNV se encontr6 en la madre, no
se asocid este hallazgo con la
hendidura  orofacial. Los
diferentes trastornos gendmicos
relacionados con el aumento de la
dosis de 22g11.2 presentan varias
caracteristicas clinicas comunes,
aunqgue tienen una penetrancia y
expresividad variables, que van
desde individuos aparentemente

normales hasta individuos
gravemente afectados. 193
Cinco B3GLCT: Esta variante patogénica tipo SNV PVS1, PM2,
NM_194318.3: de corte y empalme, el gen en PP5.
€.660+1G>A particular codifica la enzima beta Patogénica.
en forma 3-glucosyltransferasa y  esta
heterocigota asociada a una entidad de caracter

recesivo, es decir, requiere de dos
variantes en los dos alelos del gen
para que se presente la
enfermedad, en este caso puede
causar el sindrome de Peter plus,
caracterizado por una afectacion
sistémica, °* por lo que el
individuo se considera como
portador, pero no afectado.

HBB: Esta variante se transmite a través PS3, PS4,
NM_000518.4: de la linea materna y con herencia PM1, PM5.
C.20A>T autosomica recesiva, requiere una Patogeénica.
heterocigota, forma homocigota para que cause

con clasificacion enfermedad, en este caso, anemia

patogénica de células falciformes, 1% por lo

cual el individuo es portador, pero
no afectado.




4.5 Analisis estructural y funcional de variantes encontradas en

L/PH-NS

4.5.1 Modelo union a ADN de IRF6

Teniendo en cuenta los servidores web para evaluacion de estructuras 3D de
proteinas, se selecciond el mejor modelo relacionado a la estructura de IRF6, se
incluyeron parametros de analisis como: puntuaciones de restricciones de
distancia, combinaciones de angulos diédricos W (psi) y ® (phi), las caracteristicas
fisicoquimicas y la estructura mas acorde para evaluar el objetivo de analizar las
implicaciones funcionales de la variante identificada en procesos biol6gicos
relacionados a fisuras orofaciales. Se evaluaron dos programas (SWISS-MODEL y

ColabFold: AlphaFold2) y se escogio el modelo obtenido por ColabFold-AlphaFold2.

Para la ejecucion de AlphaFold2 se tuvo en cuenta:

e Eluso de Amber.1%

e La seleccioén de plantillas por homologia de IRF6 (3DSH, 5JEL, 5JEO, 5JER,
7JFL, 120Q, 50EM, 5BVI, 7056, 1IRG, 2DLL, 2IRF, 7IJM4, 1T2K, 3QU3,
2061, 6TD4).

e La eleccion de MMseqgs2 (UniRef+Ambiental) para obtener el listado de
secuencias relacionadas a la proteina diana.

e Las opciones avanzadas de AlphaFold-multimer-v[2].
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e La eleccidén de tres ciclos y de una resolucion de 300 PPP (puntos por
pulgada) para las imagenes resultantes.

Con dichos parametros se ejecuté el algoritmo. 118119 Al modelo final se le

hizo un refinamiento con el programa GalaxyRefine 1% y se obtuvo el

siguiente modelo de prediccion de estructura 3D del dominio de unién a ADN

(Figura 4-15).

Figura 4-15 Modelo dominio unibn ADN de IRF6 obtenido por AlphaFold2.
Visualizado por PyMOL. Estan presentes cuatro hélices alfa: H1 (residuos 10-20),
H2 (residuos 49-64), y H3 (residuos 76-89), cuatro laminas beta p1 (residuos 27-
30), B2 (residuos 35-39), B3 (residuos 93-97) y B4 (residuos 108-113), ademas, ocho

bucles, tres de ellos largos.



Se prevé que H3 interactle con el surco principal del ADN, H2 y H3 hacen la hélice
giro hélice (HTH) motivo que forma el dominio de unién al ADN como se ha visto en
estructuras obtenidas por métodos experimentales previos con otros IRF. Cabe
aclarar que se hizo un analisis en cinco meta servidores de prediccion de estructura
secundaria identificando a la H2 con inicio en el residuo 49 y culminando en el 64,
hay dos aminoacidos el N54 y el T55 relacionados a desorden, hallazgo en dos
algoritmos de prediccidon posiblemente por ello se forma un pequefio loop en dicha

region 3D. 7375

4.5.1.1 Verificacién modelo de dominio de unién a ADN en IRF6

Se evalu6 la calidad de la estructura 3D obtenida del dominio de unién a ADN de

IRF6 con los siguientes analisis (figuras 4-16, 4-15, 4-16, 4-17, 4-20).

1. Descripcion topologica

@Hélice alfa E> Lamina beta e Asts

Figura 4-16. Topologia del dominio de unién a ADN. Obtenida en SAVE. ¢ En la
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grafica se evidencia la estructura 2D del modelo de prediccion 3D obtenido por
medios computacionales, se identifican tres alfa hélices, cuatro laminas beta y ocho
bucles, los residuos que representan cada arquitectura secundaria corresponden a

la reconocida en el modelo 3D ya descrito.

3. Validacién con herramientas SAVE
Se hizo validacion de la estructura obtenida del dominio de Uni6n a ADN de IRF6
mediante las herramientas SAVE 1. A continuacién, se muestran los resultados
obtenidos por PROCHECK mediante un grafico de Ramachandran (Ver figura 4),
en él se evidenci6 que el 96,1% de los residuos de la estructura 3D se ubicaron en
las regiones mas favorables identificadas en color rojo, donde se sitdan los angulos
phi y spi mas estables de las estructuras hélice alfa y lamina beta, corroborado por
la densidad de los puntos localizados en la regidn roja. Mostrd, ademas, que la
proteina tiene una estructura en hélice alfa dextrogira mayor en comparacion con la
lamina beta y la hélice alfa levogira. El 3,9% de los aminoacidos se encontraron en
la region favorable en color amarillo y no hay residuos en las zonas menos
favorecidas que corresponden a los colores abano y blanco. Se identificaron,
ademas cinco residuos de glicina que se reconocen como triangulos y once de

prolina.



PROCHECK

Ramachandran Plot

saves
1807 | | I ] B
1354 ’Jb ]
1 ]
90 ] ||
1

Psi (degrees)

—
-1354° ] '_I ‘ ‘ P |
=

Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [AB,L] 98 96.1%
Residues 1n additional allowed regions [a,b.l,p] 4 3.9%
Residues in generously allowed regions [~a.~b,~L,~p] 0 0.0%
Residues mn disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 102 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2

Number of glycine residues (shown as triangles)
Number of proline residues 11

Total number of residues 120

Figura 4-17 Gréafico de Ramachandran. Obtenido por anélisis PROCHECK. 165
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En el siguiente parametro se empled el servidor ERRAT que traza dos errores en
los aminoacidos 25 y 103, tiene un nivel de confianza del 98, 165%, esto determina

la resolucion de la estructura de prediccion 3D (Figura 4-22).

Error value*

20 40 60 80 100
Residue # (window center)

Figura 4-18 Gréafica ERRAT. Obtenido del andlisis de ERRAT. 165

3.Calculo de la Raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD)

Usando la herramienta PyMOL, se realizo el calculo de las distancias entre dos
estructuras de dominio de union a ADN, IRF4 e IRF6. En este estudio se empleo la
plantilla 700T del PDB del IRF4 y la estructura 3D obtenida de IRF6. Se identificd

un valor de 0.585 (Figura 4-19).



Figura 4-19 Superposicion estructural. RMSD entre 700T (IRF4) en verde y IRF6

en azul. Obtenido por PyMOL.

4. Escalada de confianza por residuo determinacion AlphaFold2

Utiliza una estimacion de confianza por residuo que va de 0 a 100, las regiones
con pLDDT > 90 representa alta precision, entre 70 y 90 con buena precisién y las
regiones entre 50 y 70 son de confianza baja y deben tratarse con precaucion.
Como se observa en la grafica (figura 4- ) los 2 primeros residuos, los aminoacidos
del 42 al 53 y del 100 al 105 tienen una calidad de 60 de baja confianza. (Figura

4.), los demas se encuentran en regiones de alta precision.
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Figura 4-20 Gréfica pLDDT de modelado de la proteina IRF6 en AlphaFold2.

4.5.2 Modelo dominio de unién a ADN de IRF6 con pérdida de los exones 1-3

Se muestra el modelo de estructura del dominio de union a ADN de IRF6 con la
pérdida de los exones 1-3, empleando el modelo de prediccion descrito, para la
construccion se emplearon bases de datos de variantes estructurales como
database of genomic variants y Genome Data Viewer, donde se verificd que la
delecién relatada corresponde a la remocion de los primeros 58 aminoacidos que

hacen parte del exdn 3. Se visualiza el modelo en la figura 4-21.



Figura 4-21 Modelo de dominio de unién a ADN con pérdida del exon 3 en IRF6.
Visualizado por PyMOL. Como se ilustra en la gréfica la pérdida del exon 3 en el
dominio de unién a ADN del IRF6 incluye la pérdida de la hélice alfa H1 y gran parte
de la hélice H2 y de las laminas beta 1y B2, la H2 es clave en el reconocimiento e

interaccion con el ADN.

4.5.3 Modelo ISRE

La estructura de la region ISRE del ADN que interactda con los miembros IRF fue
obtenida a partir de plantillas de experimentos previos mediante cristalografia por
rayos X con integrantes de la familia IRF, en este caso se tomé el PDB 700T en el
que se encontraron tres estructuras dos cadenas del dominio de unién a ADN de
IRF4 y una region del ADN denominada ISRE. Mediante PyMOL se edito el formato
PDB, se eliminaron las cadenas del IRF4 y cre6 un archivo nuevo constituido solo
por la secuencia de ADN figura 4-22. La evaluacion de la estructura obtenida fue

realizada por MolProbity en la tabla 4-5.
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Figura 4-22 Region ADN denominada ISRE. Visualizada en PyMOL. En el cuadro

azul se muestra la secuencia de nucledtidos.

Tabla 4-5 Evaluacion de la estructura por MolProbity de la estructura ISRE.

Malos lazos: 0/918 0,00% Meta: 0%
Geometria de acido  Malos angulos: 0/ 0,00% Meta:
nucleico 1412 <0.1%
Validaciones Valores atipicos de 0/160
adicionales volumen quiral

*Resultado obtenido de MolProbity, base de referencia de evaluacion de
estructuras. 1% No hay evidencia de malos angulos ni valores atipicos con relacion

al volumen quiral en la estructura de ADN obtenida.

4.5.4 Modelo de proteina completa de IRF6
Para evaluar la interaccion de IRF6 con otras proteinas relacionadas al desarrollo

de fisuras orofaciales se hizo el modelamiento de la estructura completa de IRF6



mediante AlphaFold2, se eligio el modelo con mejores caracteristicas
estereoquimicas, se empleé refinamiento con el programa GalaxyRefine. 197 A

continuacion, se muestra la estructura 3D de la proteina. (Figura 4-23)

B

e

Figura 4-23 Modelo de IRF6 obtenido por AlphaFold2. Visualizada en PyMOL.
Estan presentes: H1 (residuos 10-20), B1 (residuos 27-30), B2 (residuos 35-39), H2
(residuos 49-64), H3 (residuos 76-89), cuatro B3 (residuos 93-97) y B4 (residuos
108-113), B5 ( residuos 226-232), 6 (residuos 241-243), B7 (residuos 248-252), 38
(residuos 272-275), H4 (residuos 285-297), B9 (residuos 302-307), 10 (residuos
310-315), B11 (residuos 321-324), B12 (residuos 342-347), H5 (residuos 348-359),
B13 (residuos 371-375), P14 (residuos 390-396), H6 (residuos 397-407), H7
(residuos 428-447). Las alfa hélices se representan con el color azul, las laminas

beta con el rojo y los bucles en violeta.
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4.5.4.1 Verificacion del modelo de la proteina IRF6

Se realiz6 la evaluacion de la estructura 3D obtenida de IRF6 con las siguientes

estrategias:

1.Evaluacién de modelo con herramientas SAVE

Usando las herramientas del servidor SAVE, se ejecutaron los andlisis en
PROCHECK y ERRAT. El grafico de Ramachandran (Ver figura 4-24) mostré que
el 95,2% de los aminoacidos de la estructura 3D se localizaron en la regién mas
favorable, donde los &ngulos phi y psi se encuentran mas estables y hacen parte de
las hélices alfa y laminas beta, identificados en color rojo. La densidad de los puntos
reconoce una mayor conformacion de la hélice alfa dextrogira, seguida por lamina
beta y la hélice alfa levogira. El 4,8% de los residuos se encontraron en la region
favorable en color amarillo y no hay residuos en las zonas menos favorecidas que
corresponden a los colores abano y blanco, exceptuando los residuos de glicina que
se identificaron con forma de triangulo, se evidencian segun las estadisticas 26

glicinas y 47 prolinas.
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Figura 4-24 Gréfica de Ramachandran del modelo de la proteina IRF6. Obtenida

Residues in most favoured regions [AB.L] 373 95.2%
Residues in additional allowed regions [a,b.l.p] 19 4.8%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 392 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 26
Number of proline residues 47
Total number of residues 467

de resultados PROCHECK. 165
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Con el servidor ERRAT se evidenciaron los siguientes hallazgos: (Figura 4-25) se
trazan errores en los aminoacidos 42-43, 207-210,262, 227-229, 233, 360-362, 364-
366, 375, 378-379, 457, 458 y 460. Teniendo en cuenta el porcentaje total de todos

los residuos alcanz6 un nivel de confianza del 94.366%.

Error value*

| | i
120 ~ 140 ~ 160 ~ 180 ~ 200 = 220 = 240 = 260 = 280 = 300
Residue # (window center)

Error value*

320 340 360 380 400 420 440 460
Residue # (window center)

Figura 4-25 Gréafica ERRAT. Obtenida del andlisis ERRAT. 165

4. Descripcion topologica



o ; | Y&f,ﬂHélJcc ife ::‘:J.u'w'nu e = ke

Figura 4-26 Descripcién topoldgica de la proteina IRF6. Obtenida en
SAVE. 65 Las estructuras no enumeradas consisten en aquellas que, al
ejecutar los algoritmos de prediccion de estructura secundaria, no eran

definitorias para una hélice alfa o una lamina beta.

3. Célculo de la RMSD

Usando la herramienta PyMOL, se analiz6 el RMSD entre la plantilla del PDB 3dsh
del IRF5 que guarda mayor similitud con IRF6 en un 60,15% y la estructura 3D que
se obtuvo de IRF6. Se encontré un valor de 0.793, se debe tener en cuenta que la
plantilla empleada s6lo contiene el dominio de unién a proteina y tiene ausente el
dominio de unién a ADN vy las regiones que corresponden a los exones 5y 6, no
hay en el PDB un modelo de proteina completa de ningin miembro de los IRF.

(Figura 4-27)
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Figura 4-27 Modelo de la proteina IRF6. Obtenido por AlphaFold2.

4.6 Ejecucion docking
Para dar mayor claridad de la importancia en el funcionamiento biol6gico del

dominio de union a ADN de la proteina IRF6 se realizaron dos ejecuciones docking
entre proteina y &cido nucleico mediante HADDOCK y HDOCK, al final se
selecciond el modelo obtenido por la herramienta HDOCK, se us6 el modelo IRF6
del dominio de union a ADN vy la secuencia de ADN ya descritos. Se empled la
plantilla PDB 7JM4 1°° obtenida del experimento por cristalografia de rayos X entre
el complejo homodimero de IRF4 e ISRE. Para el docking en HDOCK se hicieron
tres ejecuciones, la primera con la cadena A del dominio de unién de ADN de IRF®6,
la segunda con la cadena B del dominio de union a ADN vy la tercera con la cadena
del dominio de uniéon de ADN con la delecion del exdén 3 y todos acoplados a la

region del ADN denominada ISRE. Cuando se ejecut6 HDOCK, %2 se tuvo en



cuenta: el uso de las plantillas del ligando y el receptor en formato PDB ya
mencionadas, la adicion de los residuos del sitio de unién al receptor (para la cadena
A: 82:A ,84:A, 85:A, 88:A, 90:Ay la cadena B: 42:B, 82:B, 84:B, 85:B, 88:B, 90:B) y
el ligando ( Para la cadena A: 5:C, 6:C, 7.C, 8:C, 10:C, 10:E, 11:E, 12:E 13:E, 14:E
y la cadena B: 12:C, 13:C, 14:C, 15:C, 16:C, 5:E, 6:E, 7:E), ademas de algunas
restricciones de distancia de residuo obtenidas en HADDOCK, 146 asi se ejecuto el

docking por HDOCK. (Tabla 4-6) A continuacién se muestra los datos obtenidos.

4.6.1 Resumen modelos docking

Tabla 4-6 Resumen plantilla empleada para los acoplamientos HDOCK.

Molécula  PDB Cadena Longitud de Cobertura Secuencia similaridad
ID ID alineamiento (%)

Receptor 7JM4 A 105 0.963 45.7

Ligando 7JM4 D 18 0.450 100.0

*Resultados ejecucion HDOCK. 1% Se empled la misma plantilla para las ejecucion
de los tres modelos de acoplamiento molecular, en la tabla se muestra la similitud
con el receptor y el ligando de la plantilla 7JM4 y los modelos obtenidos por medios

computacionales.

De los 100 modelos proporcionados por HDOCK se seleccion6 uno para cada
ejecucion, es decir, el de mejor puntaje, acoplamiento y confianza segun los
parametros del servidor. Enseguida se muestran los hallazgos encontrados. (Tabla

4-7), (Figuras 4-28,4-29)


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=7JM4
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=7JM4

121 Caracterizacién funcional de variantes (SNV, Indels, CNVs) analizadas por
medios computacionales en 5 familias dominicanas con labio y/o paladar hendido no sindrémico.

Tabla 4-7 Resumen métricas de evaluacion HDOCK de modelos ejecutados.

Rango Modelo Modelos Modelo delecion
cadena A | Cadena B exoén 3
Puntaje de | -284.35 -253.06 -156.57

acoplamiento

Puntacion de | 0.9363 0.8871 0.5328

confianza

*Obtenido de HDOCK. 150




Figura 4-28 Mapa de contacto de residuos de las predicciones complejo ADN-
Proteina de las cadenas A y B de IRF6. Obtenidos con HDOCK. 1%° Realizado
usando DNAproDB. 1%¢ A. Mapa de contacto entre la cadena A del dominio de unién
a ADN e ISRE, interaccion de los residuos de la helice alfa 3: K89, C85, N88 y R84
gue interactian con las cadenas C y E del surco mayor. Residuos del loop 4: H42 'y
R45 se unen al surco menor. B. Mapa de contacto entre la cadena B del dominio de
union a ADN e ISRE, interaccion de los residuos de la helice alfa 3: K89, C85, N88
y R84 que interacttian con las cadenas C y E del surco mayor. Residuos del loop 4:

H42 y R45 se unen al surco menor.
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Figura 4-29 Mapa de contacto de residuos de las predicciones complejo ADN-
Proteina de la cadena con la delecion del exon 3. Los residuos que hacen contacto

con el surco mayor pertenecen a la helice alfa 2: A59, W60, E63, T84 V62 y Q118.

4.6.2 Resumen de interacciones modelos docking

Los principales residuos de IRF6 identificados en este estudio que median el
contacto con el surco mayor del ISRE fueron: K89, N88, C85 y R84 ubicados en la
hélice alfa 3. También se identificaron otros aminoacidos como el K109, Trp40,
Ala43, Lys 66, Lys 78 y la Lys 80, como se muestra en las figuras 4-30 a 4-35. La
Lys 89 (B) forma un enlace de hidrogeno entre su grupo amino y el oxigeno 4 de la
timina de la timidina 5 de la cadena E (dT5(E)), ademas tiene interacciones
hidrofébicas sobre la dA16(C) que hace parte de la segunda posicion de la
secuencia central (GAAA), y la Lys89 (A) ejerce fuerzas hidrofébicas sobre dG10(E)
y dA10((C). La Asn 88 (B) interactua por puente de hidrégeno mediante su grupo
amino y el oxigeno 2 del fosfato de la dA14(C) y la Asn 88 (A) se une por enlace de
hidrogeno a través de su grupo amino al oxigeno 2 del fosfato de la dA8(C) que
pertenece a la segunda posicién de la adenina de la secuencia central (GAAA). La
Cys 85 (B) a través de su grupo sulfhidrilo forma un enlace de hidrogeno con el
oxigeno 4 de la timina de la dT6(E) y ejerce interacciones hidrofébicas sobre dT5(E)
y dT6(E). La Arg 84 (B) crea dos enlaces de hidrégeno con su grupo guanidino con
el oxigeno 2 del fosfato de la dG13(C) y la Arg 84 (A) interacciona con dos enlaces

covalentes externos dados por el NE y el CD sobre el oxigeno 2 del fosfato de la



dG7(C) que conforma la secuencia central GAAA en la primera posicion. Los
residuos que interaccionan con la secuencia central GAAA son: K89, Arg84 y Asn

88 en este modelo de IRF6.

Figura 4-30 Interaccion de residuos Lys 109 y Trp40 (B), complejo dominio de unién
a ADN de IRF6 y ADN. Visualizado por Ligplot. 2°° Adicionalmente se evidencia

interaccion sobre la dG13(C) por parte de la Lys 109 y el Trp 40.
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Figura 4-31 Interaccion de residuos Cys 85y Lys 89 (B), complejo dominio de unién

a ADN de IRF6 y ADN. Visualizado por Ligplot. 2°° Se evidencia la uniéon mediante



puentes de hidrogeno de las Lys 66 y 78 con la dT5 y dT6 respectivamente con los
oxigenos de sus grupos fosfato. Ademas se muestra las interacciones hidrofébicas

del Thr 64 y la Trp 60 con el dT5(E).

Figura 4-32 Interaccion de residuos Asn88 (B), complejo dominio de union a ADN
de IRF6 y ADN. Visualizado por Ligplot. ?°° Se muestra la interaccién entre Asn 88

e dA14(C).
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Figura 4-33 Interaccion de residuos Asn88, Arg84 y Lys109 (A), complejo dominio
de unién a ADN de IRF6 y ADN. Visualizado por Ligplot. 2°° Se muestra la
interaccién entre la Lys109(A) mediante puente de hidrogeno con el oxigeno del
fosfato de la dG7(C) que hace parte de la primera posicion de la secuencia GAAA

y de la ASN88(A) con la dA8(C) a través de puente de hidrégeno del amino ND2 y



el oxigeno del fosfato, que se ubica en la segunda posicion de la secuencia central

ya mencionada.
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Figura 4-34 Interaccion de residuos Asn88 (A), complejo dominio de unién a ADN

de IRF6 y ADN. Visualizado por Ligplot. 29
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Figura 4-35 Interacciones hidrofébicas de algunos residuos como Lys89 y
Cys85(B). Visualizado por Ligplot. 29

Sobre el surco menor hay interacciones importantes de los residuos His40 Y Ala43

gue hacen parte del bucle 4 de IRF6 como se evidencia en la figura 4-36.



o da®{ )
Figura 4-36 Interacciones en el surco menor. Visualizado por Ligplot. 2% Se
muestra la interaccién de algunos residuos como la His42 y la Ala43 con el
dC12(C) del surco menor. También se identifica la interaccidén de la His46 con la

dA10(C), que hace parte de la secuencia central GAAA.

4.6.3 Comparacion experimentos previos IRF interacciéon dominio de
union a ADN y ADN
Se han publicado cuatro estudios de estructura 3D experimentales obtenidos por

cristalografia de rayos X, de tres miembros de la familia de los factores del interferon
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gue evidencian la interaccion del dominio de unién a ADN con una region en el ADN

denominado elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE) y en los que se

han encontrado una interaccion de residuos comun, el reconocimiento de la

secuencia GAAA por parte de la hélice alfa 3 y la presencia de algunos aminoacidos

de triptéfano en el sitio del contacto es decir en los surcos del ADN, en la tabla 4-8

se resumen los hallazgos identificados en la relacion IRF-ISRE y en las figuras 4-37

y 4-38 los mapas de residuos de las estructuras experimentales de IRF1, IRF2 y

IRF4.

Tabla 4-8 Resumen experimentos previos estructuras por cristalografia de algunos

miembros de la familia IRF.

Modelo IRF/ADN Método Principales Referencia
residuos
implicados
en la
interaccion
Estructura Difraccibn  Ser87, PDBDOI:
cristalina del derayos X Asn86, Arg82, 10.2210/pdblIF1/pdb
complejo del IRF1- Cys83, Asn80, "3
ADN. Lys78, Lys75.
PDB: 1IF1
Estructura Difraccibn  Asn86, Cys83, PD DOI:
cristalina del derayos X Arg82, Asn80, 10.2210/pdb2IRF/pdb
complejo IRF-2- His40 s
ADN.
PDB: 2IRF
Estructura de rayos Difraccion Lys103, PDB:
X del dominio de derayos X Asnl02, DOI: 10.2210/pdb700T/pdb

unién al ADN del
IRF4 unido a un
elemento de
respuesta

Cys99, Arg9s8,
His56

201



http://doi.org/10.2210/pdb1IF1/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb2IRF/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb7OOT/pdb

estimulado por
interferdén.
PDB: 700T

Estructura de rayos
X del dominio de
union al ADN del
factor regulador de
interferon 4 unido a
un elemento de
respuesta

estimulado por
interferon.

PDB: 7JW4

Difraccion  Lys103, PDB

de rayos X Asnl02, DOI: 10.2210/pdb7JM4/pdb
Cys99, Arg98, 199
His56

*Construccion propia.


http://doi.org/10.2210/pdb7JM4/pdb
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Figura 4-37 Mapas de contacto de residuos de las estructuras experimentales por

cristalografia de rayos X, complejo proteina-ISRE (IRF2-IRF 3). Visualizado por



DNAproDB. %6 A, Estructura IRF1 (11F1). B. Estructura IRF2 (2IRF).
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Figura 4-38. Mapas de contacto de residuos de las estrcuturas experimentales por
cristalografia de rayos X, complejo proteina-ISRE (IRF4). Visualizado por

DNAproDB. 166 A, Estructura IRF4 (7OOT). B. Estructura IRF4 (7JW4).

4.7 Red de genes

En este estudio se obtuvieron 28 genes, el consumo de acido félico (Vit B9) y dos
regiones en el ADN humano asociados a L/PH-NS y al gen IRF6, que constituyen
la red de genes creada por este estudio. Todo ello fue resultado de la basqueda y
revision de bases de datos cientificas, de anotacion, de vias de sefalizacion,
metabdlicas y para la prediccion de la interaccion proteina-proteina en la que se
incluyé informaciéon de estudios experimentales in vitro, antecedentes estadisticos
con un p valor significativo < 0.05 y evidencia de extraccion de texto con valores
estadisticos significativos y bases de datos curadas, se consiguio6 la siguiente red

de genes, empleando la herramienta Cytoscape 2% (figura 4-39).
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Figura 4-39 Red de genes IRF6- L/PH-NS. Autoria propia, realizado por Cytoscape.
203 E| circulo simboliza a los genes, el cuadrado a los potenciadores, el hexagono a
regiones en el ADN y los diamantes a los factores ambientales. La coexpresion se
representa por el color amarillo, la expresion por el azul, la inhibicion por el morado,
el regulador por fucsia, el potenciador por el naranja y los datos estadisticos y
extraccion de texto en gris. Los datos de estudios experimentales se figuran en
lineas sodlidas y la informacion no experimental por lineas discontinuas. La forma de
la flecha de destino también guarda significado en el grafo, como se evidencia en el

recuadro superior al lado derecho.
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Empleando la base de datos DAVID de anotacién funcional, *° se realizé el andlisis
de los 28 genes involucrados en la red expuesta previamente. En las siguientes
figuras y tablas se muestran las anotaciones de atributos en Homo Sapiens como:

procesos bioldgicos, enfermedades y ontologia genética. (figuras 4-40 y 4-41).

Figura 4-40 Resumen anotacion de genes relacionada a enfermedad, DAVID Data
Base. Cada color representa un fenotipo relacionado a hendiduras orofaciales, el

rojo simboliza los genes que han sido asociados a cuatro fenotipos: LH, PH, LPH e



hipodoncia. En verde limon: LPH, LHy PH. En azul: LPHy PH. En verde: LH y LPH.

En Morado: LH y PH. En naranja: LPH. En rosado: LH.
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Figura 4-41 Resumen anotacion de componentes celulares y funcién molecular,
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DAVID Data Base. Algunos genes de la red cumplen funciones moleculares, en este
caso, el color del nodo representa un significado, el rosado estd asociado al
desarrollo de proteinas, el rojo a la activacion, el azul con la unién al ADN y el gris
a factores de crecimiento. Se han dado otros colores a los genes que comparten
funciones como es el caso de los nodos de color verde, involucrados en la
activacion, el desarrollo de proteinas y la unién a ADN. El violeta representa dos

acciones la unién a ADN vy la activacion. El amarillo al desarrollo de proteinasy a la
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union a ADN. El Vinotinto es un nodo involucrado en tres funciones: desarrollo de

proteinas, factor de crecimiento y mitdgeno. Con referencia a los bordes de los

nodos, indica el componente celular al que pertenece, el fucsia se relaciona a nivel

nuclear, el vinotinto a la matriz extracelular y el verde limon a los que son

secretados. * Los nodos que tiene el asterisco indican que comparten dos relaciones

en los componentes celulares la matriz celular y en los secretados.

Tabla 4-9 Resumen anotacion tributo de genes enlistados, DAVID Data Base.

Recurso de
ontologia
genética
GOTERM_BP_1

GOTERM_BP_1

GOTERM_BP_1

GOTERM_BP_1

GOTERM_BP_1

GOTERM_BP_1

Funcién

Procesos del
desarrollo

Sefalizacion

Regulacion
biolégica

Respuesta de
estimulo

Organizacion de
los componentes
celulares

Adhesion
biologica

Genes
CREBBP, MYC, PBX1, MAFB,
SMAD4, WNT3, WNT9B, CDHI1,

BMP4, FGF8, FGFR1, GRHL3, IRF6,
SPRY2, JAG2, PAX7, SHH, TFAP2A,
TP63, MSX1, NTN1, NOTCH1,
TGFB3, TPM1, VAX1.

ABCA4, CREBBP, ARHGAP29, MYC,
SMAD4, WNT3, WNT9B, CDH1,
BMP4, FGF8, FGFR1l, GRHLS3,
SPRY2, JAG2, SHH, TP63, MSXI1,
NTN1, NOTCH1, TGFB3.

ABCA4, CREBBP, MYC, PBX1,
MAFB, ARHGAP29, SMAD4, WNT3,
WNT9B, CDH1, BMP4, FGF8, FGFR1,
GRHL3, IRF6, SPRY2, JAG2, PAX7,
SHH, TFAP2A, TP63, MSX1, NTN1,
NOTCH1, TGFB3, TPM1, VAX1,
ABCA4, CREBBP, MYC, ARHGAP29,
SMAD4, WNT3, WNT9B, CDH1,
BMP4, FGF8, FGFR1l, GRHLS3,
SPRY2, JAG2, SHH, TFAP2A, TP63,
MSX1, NTN1, NOTCH1, TGFB3,
TPM1, VAX1

ABCA4, CREBBP, MYC, MAFB,
SMAD4, WNT3, CDH1, BMP4, FGF8,
GRHL3, SPRY2, SHH, TP63, MSX1,
NOTCH1, TGFB3, TPM1, VAX1,
NTN1.

BMP4, CDH1, NTN1, NOTCH1, SHH,
TPM1.

%

92,6

74,1

100,0

85,2

70,4

22,2

P valor

1,5E-9

7,9E-5

9,0E-5

2,3E-4

9,6E-4

5,8E-2




4.8 Segregacion de variantes asociadas con L/PH-NS

La variante identificada asociada a hendiduras orofaciales se identifico en el trio de
la familia cinco, dicha variante ubicada en las siguientes coordenadas gendmicas
seq[GRCh37]chr1:209969954-209980303x1 con clasificacibn patogénica, se
segregd de madre a hija, cada una con fenotipos diferentes, madre con dos
microformas, torus palatino y agenesia de incisivos laterales superiores, e hija con

LHI-PH, esta expresividad variable es una caracteristica conocida del gen.
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5.Discusion;

Este es un proyecto de impacto, con repercusiones positivas en comunidades
vulnerables, como es el caso de la regién de Cibao, al norte de Republica
Dominicana, la cual presenta alta incidencia de L/PH. Adicionalmente, ha permitido
sumar informacién cientifica relevante relacionada con la anomalia, resaltando la
importancia de realizar este tipo de investigaciones, en donde observamos la
trascendencia de practicar un examen clinico minucioso con posteriores pruebas
moleculares pertinentes para determinar diagndsticos adecuados, programar
tratamientos certeros y brindar asesoramientos genéticos con efectos favorables en
las familias y la sociedad en general. El estudio tuvo como propdésito, ademas,
determinar la estructura y funcionalidad de variantes (SNV, Indels, CNVs) asociadas
con L/PH-NS en cinco familias dominicanas con herencia autosomica dominante, a

través de secuenciacién masiva y analisis computacional.

5.1 Caracterizacion de las familias

En el estudio se identificaron cinco familias con L/PH-NS con herencia autosémica
dominante. Mediante un instrumento de recoleccibn de datos se recaudd
informacion relacionada con factores ambientales, encontrando componentes en su

mayoria por la linea paterna que corresponde al consumo de cigarrillo, alcohol y



contacto con plaguicidas, sin embargo, son factores que no han sido comprobados
como riesgo para el desarrollo de L/PH. No obstante, dos elementos en las madres
como ser fumadora pasiva y el no consumo de acido félico en la gestacion si se han
relacionado al desarrollo de fisuras orofaciales. En un estudio publicado en el 2015
en China se identificaron varios factores con valores estadisticamente significativos,
Cl 95%, p <0,001, se describieron como elementos de riesgo durante el embarazo
el cigarrillo (OR 15,36), ser fumador pasivo (OR 4,05) y la exposicion a pesticidas
(OR 7,84) en la madre. *° Los datos del actual estudio podrian no ser concluyentes,
teniendo en cuenta la baja cantidad de individuos estudiados, pero si se pueden
sumar a investigaciones en esta regidn relacionadas con factores
sociodemogréaficos como es el caso de un estudio recién publicado por Arévalo et
al. 2 donde identificaron que la poblaciéon mas afectada con L/PH-NS hace parte de
familias con clase socioecondmica baja y vulnerables al uso de agroquimicos; de
los cinco grupos familiares de la presente investigacion, tres tenian una percepcién
de estrato sociecondémico medio-bajo y dos familias estuvieron en contacto con
plaguicidas durante la gestacion. En el estudio mencionado, indicaron que el
consumo de alcohol fue el elemento de riesgo mas frecuentemente relacionado en
los pacientes con L/PH-NS con herencia multifactorial; sin embargo, no se
reportaron factores ambientales comunmente asociados con L/PH en las familias
con herencia autosémica dominante, por lo cual se postuldo para este tipo de

herencia una mayor influencia genética. 2
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La variante asociada a L/PH-NS fue identificada en la familia cinco, en la madre y la
probando del trio, consiste en la delecion de una copia de los exones 1-3 del gen
IRF6 con clasificacion patogénica, no reportada previamente en la literatura
cientifica, un gen asociado a entidades sindromicas y no sindromicas, ademas al

desarrollo de fisuras orofaciales en mdltiples estudios. 171200

En la familia cinco se obtuvo informacion de cinco generaciones del arbol
genealdgico, de las cuales cuatro tienen fisuras orofaciales con fenotipos diferentes,
sin presencia de fositas en labio inferior en el nucleo familiar, la genealogia
evidencia una expresividad variable, penetrancia incompleta y una herencia
autosémica dominante, muy caracteristica de variantes asociadas a IRF6. Cabe
recordar que se han reportado variantes patogénicas en pacientes con oligodoncia
aislada en IRF6, 2% que podria ser una forma de expresion de la variante encontrada
en esta paciente. Ante el resultado de la prueba molecular se hizo una segunda
revision a la familia, debido al hallazgo en el gen IRF6 y su relacion a entidades
sindromicas como el Sindrome de Van Der Woude (SVW), no se encontraron fositas
en el labio inferior de los pacientes, sin embargo, se identifico una lesion tipo fistula
unilateral, medial en la mucosa oral cerca al labio inferior de la probando, situacién

gue llevé a cuestionar si se trataba de una paciente con SVW o L/PH-NS.

5.2 Variante patogénica en IRF6

El IRF6 pertenece a la familia de los factores reguladores del interferon, la cual

comparte regiones similares como el dominio de union a ADN con una estructura



hélice-giro-hélice N-terminal muy conservada y un dominio de union a proteina C-
terminal menos conservado. El gen esta constituido por 9 exones y 8 intrones, los
exones 3y 4 forman el dominio de union al ADN, los exones 7 y 8 forman el dominio
de union a proteinas; donde se encuentran la mayoria de variantes asociadas con
L/PH sindrémicas y no sindrémicas. %297 Los exones 1 y 2 no codificantes forman
la regidn 5' no traducida de este gen. La variante en IRF6 encontrada en esta
investigacion consiste en una CNV con delecién de una copia de los exones 1-3,
este Ultimo exdn tiene un papel importante para el motivo mas conservado de esta

proteina y es fundamental para unirse al ADN. 7©

La informacion sobre la frecuencia de esta variante no se encuentra en bases datos
poblaciones como en gnomAD, EXAC, 1000 Genomas, y dbvar. Por la pérdida de
los primeros exones se espera que interrumpa el empalme del ARN y esto puede
conducir a una pérdida de la funcion de la proteina. Esta variante no ha sido
reportada en la literatura previamente; sin embargo, hay casos reportados de
variantes tipo missense, nonsense, splicing e Indels en los exones 1, 2 y 3 del gen
IRF6 relacionadas a hendiduras orofaciales. 27 Se ha informado previamente sobre
variantes patogénicas en la regidén 5' no traducida (exones 1y 2) relacionadas con
SVW, sugieren que dicha ubicacién puede desencadenar un codén de inicio
alternativo ascendente que lleva a crear proteinas truncadas. 2 Otro hallazgo
reconocido por Leslie et al. 2% fue la relaciéon genotipo fenotipo donde propone que
las variantes patogénicas en IRF6 localizadas en los exones 3 y 4 que forman el

dominio de unién a ADN contribuyen a la aparicién del sindrome de SVW o el
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sindrome de pterigion popliteo (SPP), encontrando frecuencias con significancia
estadistica (p valor de 0.0001), situacién que se ha reportado en otros estudios,
aunqgue, cabe aclarar que en ellos solo se han valorado familias e individuos con
SVW o el SPP y sin incluir participantes con L/PH-NS. 299210 No hay estudios que
relacionen el genotipo-fenotipo de IRF6 con L/PH-NS, pero si hay casos de familias

reportadas en la literatura con variantes puntuales en los exones 2 y 3. 211213

La variante reportada en IRF6 es sensible a dosis, intolerante a las mutaciones con
pérdida de funcion, las métricas que evaltan la probabilidad de haploinsuficiencia

como pHaplo, pLI y el mapa de sensibilidad de dosis de ClinGen lo confirman. 214

Los estudios experimentales y los algoritmos de prediccion no estan disponibles
para esta variante, no obstante, con la pérdida de los 3 primeros exones en
IRF6 que incluye la pérdida del exdn 3, el cual forma parte del dominio de
unién a ADN, el mas conservado evolutivamente de dicha proteina, denota
gue su ausencia conlleva a pérdida de su funcion. Para afirmar que la
variante identificada en el gen IRF6 es dafiina para el funcionamiento normal
de la proteina, en este estudio se realizé un modelamiento del dominio de

unién a ADN en IRF6 y de la variante patogénica ya descrita.

El dominio de uniébn a ADN de los miembros IRF contiene cinco triptéfanos
conservados y tiene una arquitectura compuesta por: cuatro laminas beta, tres loops

grandes y tres hélices alfa (H1, H2 y H3), donde la H2 y H3 son importantes para el



reconocimiento al ADN, en especial, la ultima que identifica una secuencia de
repeticion GAAA en el surco mayor de ADN presente en los elementos de respuesta
de los IRF. "3 Estudios previos experimentales realizados mediante cristalografia de
rayos X han identificado el complejo de unién proteina-ADN en algunos miembros
IRF: en IRF1, IRF2 e IRF4 en los que se han reconocido aminoacidos clave para el
contacto con el ADN como es el caso de IRF1 con Arg 82, Cys 83, Asn 86 y Ser 87,
3 en IRF2 con Asn86, Cys83, Arg82, Asn80, ®> en IRF4 con la Lys103, Asn102,
Cys99, Arg98, H56 199201 y en el modelo obtenido en este estudio por herramientas
bioinforméticas en IRF6 mediante HDOCK, previamente no publicado en la literatura
ni en bases de datos, se hallaron los siguientes aminoacidos: Arg 84, Cys 85 Asn
88, His 42 y Lys89; este ultimo no se encuentra en IRF2 ni en IRF1 pero si en IRF4
y en los dos modelos planteados 700T y 7JW4 que justifican su papel en la
interaccidon con el ADN, lo que evidencia la validacion del modelo de acoplamiento

resultado de IRF6-ISRE planteado.

Al realizar el modelo con la variante patogénica identificada en IRF6 con la delecion
del exén 3, hubo una inadecuada unién entre el IRF6 y el ISRE observando como
se pierde el eje casi paralelo que se crea en la H3 con el surco mayor del ADN,
ademas, se identificaron aminoacidos diferentes en el complejo de acoplamiento,
en ese caso A59, W60, E63, T84, V62 y Q118 en una conformacion diferente. Esto
demuestra que hay una pérdida funcional de la union del IRF6 con el ADN en la
variante ya mencionada, teniendo en cuenta que este gen presenta

haploinsuficiencia. 2526 Sumado a ello, mediante algunas herramientas
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bioinformaticas como COACH 2?17 y ejecuciones de docking entre IRF6 y proteinas
relacionadas como TGTB3 indican de forma hipotética que el exdn 3 del IRF6 es un
sitio potencial de union a proteinas, admitiendo la importancia funcional de esta

region.

5.3 Expresividad variable en el gen IRF6

Los estudios en individuos y familias con variantes patogénicas en IRF6 han
evidenciado expresividad variable en sus genealogias, con un espectro que va
desde agenesia de un incisivo aislado, 2°¢ L/PH-NS hasta fenotipos sindromicos
tales como: SVW y el SPP. EIl primer sindrome presenta generalmente fositas
paramedianas bilaterales en el labio inferior asociadas o no a L/PH y puede incluir
hipodoncia. 2%7 Se debe tener en cuenta que en el SVW un 15% de los individuos
no tienen fositas, ademas, se presenta de forma diferente con otro tipo de lesiones
en el labio inferior como fistulas o monticulos, descritas en algunas publicaciones
como en Rizos et al.?'8 y Desmyter et al.?1® El segundo sindrome es una condicién
qgue implica anomalias craneofaciales, malformaciones de las extremidades y
genitourinarias. 2?0

Se han reportado familias con SVW y SPP en una sola genealogia, en el 2016
Busche et al. ?*' observaron una familia de tres generaciones con fenotipos
diferentes; probando con SPP y madre y abuelo por linea materna con SVW,
quienes antes habian sido diagnosticados con L/PH-NS y sumado a ello
presentaban la misma variante patogénica en el exdén 4 de IRF6, (c.265A>G).

Matsuzawa et al. 2?2 estudiaron dos familias con SPP, lo interesante estaba en que



una de ellas, conformada por cuatro generaciones en donde el probando presentaba
signos caracteristicos de SPP, el padre tuvo LPHB sin otra anomalia asociada, se
observaron microformas en dos familiares por linea paterna: una tia 'y un abuelo con
Gvula bifida y PH sin fosas labiales, de acuerdo a lo anterior, sin la presencia del
paciente indice se podria estar evidenciando una genealogia caracteristica de L/PH-

NS.

Barger et al. 222 exponen dos casos, el primero consiste en una familia con un
probando masculino con paladar hendido submucoso sin otras anomalias, abuela
materna con LH sin otros antecedentes familiares de hendiduras orofaciales ni
fositas labiales, con variante patogénica missense heterocigota 1106 T>C en IRF6,
lo llamativo en este caso es que esta misma variante ha sido publicada previamente
en individuos con SVW. 297 En la segunda familia se describe una probando
femenina con LPHB y Uvula bifida sin otra anomalia, con una variante en el exén 3
MetllLeu, 1A > C en IRF6, bis abuelo y tia abuela por linea paterna con LH sin otras
anomalias, una familia con L/PH-NS, 222 pero con una variante también notificada

en SVW, 207

Desmyter et al.?*® hace referencia a una hipétesis en la que se debe considerar a
los pacientes con L/PH-NS como portadores de variantes patogénicas en IRF6 y
gue algunos clasificados como no sindrémicos podrian ser sindromicos. En este
estudio de las 95 familias consideradas al inicio con L/PH-NS, posterior a un examen

exhaustivo, tres de ellas pasaron a ser clasificadas como sindromicas, algo notable
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en esta publicacion fue la identificacion de la lesion que describe dos nddulos debajo
del labio inferior en el lado externo que catalogaron como un fenotipo variable de

las fositas en el SVW.

Lo descrito anteriormente hace importante la minuciosa revision clinica y
odontoldgica de los individuos con variantes en IRF6 debido a los multiples fenotipos
relacionados, cada uno presenta un riesgo de recurrencia diferente para los
familiares de primer grado, el L/PH-NS tiene un riesgo aproximado del 3 al 5 %
mientras en el SVW es del 35 al 50%, %?* clave al momento de realizar el
asesoramiento individual y de la familias; en este caso para la familia cinco, que
teniendo en cuenta los hallazgos clinicos y posterior a los resultados moleculares

existe un diagnostico diferencial de L/PH-NS y SVW.

Esta variabilidad puede ser causada por la gran cantidad de interacciones y
reguladores corriente arriba que tiene IRF6, por lo que se ha propuesto en algunos
estudios el papel de otros factores genéticos sobre el gen, como causantes de la
expresividad variable, como es el caso de un elemento potenciador conocido como
MCS9.7 2?5 | Lo descrito anteriormente refleja la falta de estudios en el campo
molecular en familias con fenotipos de hendiduras mixtas con hallazgos asociados
a sindromes que permitan ampliar el conocimiento sobre las raices genéticas e

incluso epigenéticas de la expresividad variable relacionada al gen IRF6.



5.4. Correlacion entre microformas con L/PH-NS

Las microformas son manifestaciones leves de las hendiduras orofaciales, pueden
incluirse: la agenesia dental, los dientes cénicos, la Gvula bifida, la béveda palatina
y algunas otras. En las cinco familias de este estudio, se encontré que la asimetria
nasal fue la microforma mas frecuente en los participantes, seguido del arco maxilar
en forma de V, la béveda palatina y el torus palatino, hallazgos similares en otra

investigacion realizada en Republica Dominicana. 36

Otro hallazgo relacionado a microformas en este estudio fue el fenotipo de la madre
de la probando de la familia cinco que es portadora de la variante patogénica en
IRF6, presenta agenesia de incisivos laterales superiores, signo que ha sido
asociado al SVW y también a L/PH-NS. Las alteraciones dentales hacen parte de
las microformas y la agenesia dental no sindrémica es una de las mas comunes, se
define como la ausencia congénita de al menos un diente permanente. En un
estudio publicado por Biedziak et al. 2?6 identificaron genes relacionados a
hipodoncia y oligodoncia, entre ellos el IRF6, MSX1, CREBBP, TBX22, TP63 y
PAX9, que asimismo son asociados a L/PH-NS. Otros estudios han identificado la
asociacion de IRF6 con las agenesias dentales aisladas mediante estudios de
desequilibrio de ligamiento, como es el caso de Vieira et al. 22’ donde reconocieron
gue algunas variantes en la hipodoncia estaban relacionadas previamente a
hendiduras orofaciales aisladas (rs861019, p = 0,058; rs17015215-V274l, p =

0,0006; rs7802, p = 0,004). 2?7
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Asi mismo, la madre de la probando de la familia cinco presento torus palatino
bilobulado, el cual de manera controversial en la literatura cientifica es sefalado
como microforma. El torus palatino tiene una herencia multifactorial, 2?2 donde se
involucran factores ambientales como la edad, el hiperparatiroidismo entre otros y
en algunos estudios se asocian a factores genéticos, ya que se describen en la
literatura multiples casos de familias con torus palatino, al parecer con una
genealogia que muestra una herencia autosomica dominante. Los estudios
moleculares no han descrito aiin una relacion con el gen IRF6, pero si con otros
genes como es el caso de CAPS2 encontrado en un GWAS publicado en el 2021

realizado en familias filipinas. 228

En el 2020 se realizd en la Universidad de lowa un estudio que evaluo las posibles
conexiones entre el torus palatino y el L/PH. Encontraron que la presencia de torus
palatino fue mas comun en los familiares de casos con L/PH que en los controles,
con riesgo dos veces mayor de presentar fisuras orofaciales. 22° De igual manera,
estudios en familiares y gemelos han mostrado la transmision vertical del torus
palatino, siendo evidente en gemelos monocigéticos. 230 Esto muestra el peso
posible del componente genético en la etiologia de esta anomalia, no obstante,
faltan mas estudios que amplien el conocimiento con relacibn al componente

molecular del torus palatino y sobre su relacién con el desarrollo de L/PH.



5.5 Lared de genes propuesta

En este estudio se propuso una red de genes relacionada a IRF6 y a L/PH-NS,
teniendo en cuenta estudios experimentales y algunos hallazgos estadisticos
significativos, se tratd de unificar conceptos sobre el conjunto de genes, regiones
en el ADN y factores en el ambiente que tienen implicaciones sobre el desarrollo de
las fisuras orofaciales. Estudios experimentales sobre IRF6 en animales han
identificado el papel de otros genes que de forma directa o indirecta participan en
procesos bioldgicos como: la proliferacion celular, el ciclo celular, la transcripcion,
la formacion del epitelio y el ectodermo, todos importantes para el desarrollo normal
del paladar y el labio, 177 hallazgo también evidente desde el andlisis de anotacién
funcional realizado mediante la base de datos DAVID 178 con los genes obtenidos
de la red de genes creada en el presente estudio. Una de las vias estudiadas en la
palatogénesis involucra al TGFB3 sefialado como un gen regulador en este proceso,
interactla corriente arriba de IRF6, estimulando su expresion en sitios clave como
el borde medial de los procesos palatinos importante para la fusion de las mismos,
esto se ha evidenciado en investigaciones en embriones de ratones mediante

ensayos con inmunotinciéon y RT-PCR. 231

El IRF6 regula corriente abajo a otros genes, es el caso de SNAI2 que aumenta su
expresion y este a su vez inhibe la expresion de las proteinas PKP1, ZOE y la E-

Cadherina a nivel del borde medial de los procesos palatinos, todo en conjunto
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participa en la degeneracion del borde epitelial de la linea media (MES), que implica
la migracion celular, la apoptosis y la transicibn mesenquimatosa epitelial (EMT)
necesarias para una correcta fusion de los procesos palatinos. 3232233 SNAI2,
PKP1, ZO1 no se incluyeron en la red de genes, los dos primeros se relacionan a
entidades sindrémicas y en general los tres no han sido identificados en estudios en
humanos con L/PH-NS. La E-cadherina codificada por el gen CDH1 a diferencia de
la PKP1y ZO1 que también son regulados de forma negativa por SNAI2, si ha sido

relacionada a pacientes con L/PH-NS en China. 23

El papel que juega TGFB corriente arriba sobre IRF6 se realiza a través de dos vias
de sefalizacion, una dependiente de SMAD vy la otra de MAPK; en estudios de
expresion génica en ratones se ha demostrado que las mutaciones en estos dos
genes pueden disminuir hasta en un 50% la expresion de IRF6 y llevar a la aparicion
de trastornos en el paladar. 62 Se han identificado variantes patogénicas en SMAD4
asociadas a L/PH-NS, caso diferente con el gen MAPK que no tiene estudios que
evidencien variantes afines con L/PH-NS. Hay otras vias de sefializacién en la
palatogénesis en donde participa IRF6 como es el caso de JAG2 y NOTCH1,
importantes para la formacion y el mantenimiento del epitelio oral y clave para la
fusién de los procesos palatinos. En algunos estudios se ha planteado la hipétesis
de que IRF6 y JAG2 convergen y tienen efectos combinados sobre la formacion, el

mantenimiento y la funcion del epitelio que se clarific6 en una investigacion de



expresion en ratones publicada en el 2009, 22> sumado a ello se han hallado

variantes relacionadas a L/PH-NS. 236

Otra via de sefalizacion en la palatogénesis involucra al TP63, al parecer este
aumenta la expresion de IRF6 y en forma de retroalimentacién negativa este ultimo
inhibe la expresién de TP63, el cual a su vez inhibe la expresion de p21 y en
conjunto llevan a la apoptosis de los MES y MEE en los bordes mediales de los
procesos palatinos, permitiendo la fusién de los mismos y la formacién normal del
paladar secundario. %5211 Las variantes en TP63 han sido relacionadas a siete
fenotipos, cinco sindréomicos y dos no sindrémicos, entre ellos el L/PH-NS. 228 Otra
via de sefalizacion relacionada a la morfogénesis facial involucra a PBX1, WNT3y
WNT9B, TP63 e IRF6, genes asociados con L/PH-NS en seres humanos. 2% En un
estudio llevado a cabo en el 2011 mediante qRT-PCR, analisis histologico,
inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y ensayos transcripcionales in vitro en
embriones de raton, se evidencio el papel de PBX en el desarrollo del ectodermo

mediofacial, regulando la expresion de Wnt9b-Wnt3 y Tp63 e indirectamente al Fgf8.

240

En multiples estudios tipo GWAS realizados en poblacion europea, asiatica, hispana
y multiétnica se ha reconocido el papel de la region 8924 en el desarrollo de LPH-
NS; 80241 encontrando que una de sus regiones intergénicas tiene un potenciador
que funciona en cis, el cual regula positivamente la expresion de MYC, un gen

relacionado con la morfogénesis facial en ratones. Esto fue investigado en
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embriones de ratones a través de pruebas de inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP), gPCR e hibridacion in situ 242, Se han identificado variantes patogénicas en
la regiéon 8924 relacionadas con L/PH-NS en humanos. 241243 E| gen OVOL1 se
asocia a IRF6 como represor de la transcripcion de MYC a nivel de los
gueratinocitos, donde regula su proliferacion y diferenciacion, esto se planted en un
analisis que se hizo del genoma, combinando la secuenciacion de ChIP para los
sitios de union de IRF6 y el perfil de expresion génica en queratinocitos humanos
primarios, 24 adicional a ello, en estudios de expresion, se encontrd que el estimulo
de IRF6 se relaciona a un aumento en la expresion de OVOL1; 2% no obstante, aln
no hay hallazgos en la literatura con relacion a L/PH-NS en seres humanos con este

gen.

Otra region llamativa en el ADN y que se ha asociado a L/PH-NS es una secuencia
corriente arriba de IRF6 denominada MCS9.7, la cual, en varios estudios se
determina como un potenciador para la expresion de IRF6 y ademas posee un sitio
de unién a TP63 que transactiva la expresion de IRF6, esto fue investigado en
tejidos de embriones murinos mediante estudios de expresion, 246 como ya se ha
planteado no es la Unica via de activacion de IRF6, pero es un punto importante en
su regulacién. Otro gen relacionado en esta red es el TFAP2A, algunos estudios en
ratones sugieren una relacién con la secuencia potenciadora, una especie de
retroalimentacion con MCS9.7 y al parecer podria estar implicado en la expresion

corriente arriba de IRF6 a nivel de la epidermis y en el epitelio oral y asociarse con



el riesgo de hendiduras orofaciales, 2> mecanismo apoyado por un ensayo de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) y qPCR realizado en embriones de ratén.
247

El GRHL3 es regulado corriente arriba por IRF6, disminuyendo su expresion y
actuando como efector en la diferenciacion del epitelio, situacion expuesta en
experimentos realizados en embriones de peces cebras y ranas, usando
micromatrices. 2 ARHGAP29 es una proteina activadora de Rho GTPasa y ha sido
seflalada como causante de L/PH-NS, ademas, reconocida en una red hipotética en
la morfogénesis craneofacial en varias bases de datos curadas como Reactome.
249,250 Estudios de expresion en tejido de ratdon han demostrado la posible interaccién
de IRF6 corriente arriba en la expresion positiva de ARHGAP29, demostrado en la
comparacion entre murinos deficientes para IRF6 y los controles con IRF6 normal,
251 confirmado en otro estudio usando ChIP-seq en gueratinocitos humanos,
reconociendo el rol de IRF6 corriente arriba en la regulacién hacia ARHGAP29 con
relacion a su expresion. 24 Todo ello sugiere una nueva via en la que la red
reguladora del gen IRF6 conecta con la via Rho a través de ARHGAP29 y este a su
vez ha sido relacionado con MYC y con la regién ya previamente mencionada con
8924, adicionalmente también se conecta con el gen regulador PBX de los genes

WNT, donde Rho actlia corriente abajo de la sefializacion WNT. 252253

Un estudio publicado en el 2016 analizé las asociaciones de 24 SNVs y factores de
riesgo y proteccion relacionados a L/PH-NS, mediante un método de reduccion de

dimensionalidad multifactorial (MDR) en una poblacion mexicana, demostrando
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algunas interacciones con valores estadisticamente significativos, se tomaron en
cuenta aquellas relacionadas de forma indirecta y directa con IRF6 como:
NTN1/IRF6 (p 0.0002), TPM1/IRF6 (p 0.0001), ABCA4/MAFB (p 0.0006),
ABCA4/consumo de acido folico (p < 0.0001), ARHGAP29/PAX7 (p 0.0004) y
PAX7/TPM1 (p 0.0011). 2> EI NTN1 codifica la netrinl, una proteina sefialada en
estudios en peces cebra que se expresa a nivel orofacial, es ortdlogo del NTN1
humano con una similitud del 86% e identificado en estudios GWAS a L/PH-NS.
255,256 No es claro y no ha sido estudiado el gen TPM1 en la morfogénesis
craneofacial; sin embargo, cumple un papel en la organizacién del citoesqueleto y
han sido identificadas variantes relacionadas a L/PH-NS. 257 El ABCA4 cuenta con
multiples estudios donde reconocen variantes patogénicas asociadas a L/PH-NS;
no obstante, su papel en la morfogénesis craneofacial aln se desconoce, la proteina
se expresa principalmente en la retina. 2°® El PAX7 hace parte de la familia de los
genes Paired Box Homeotic, en humanos y en animales se ha reconocido su funcién

en el desarrollo craneofacial. 2°9:260

En otra publicacion del 2014 se identifico una interaccion con un p valor significativo
entre el gen FILIP1L y la regién 8g24 (p= 0.00011) a través de regresion logistica y
aprendizaje automatico para probar interacciones entre genes identificados por un
GWAS en trios caso-padre para L/PH-NS, %61 llama la atenciéon el gen FILIP1L, el

cual, tiene variantes en cuanto a L/PH-NS, pero su funcién en el desarrollo facial no



es claro, solo se sabe que cumple un papel en la proliferacion, migracion celular y

apoptosis en las células endoteliales. 22

Entre los factores protectores estadisticamente significativos encontrados en la
literatura relacionada al desarrollo de fisuras orofaciales, se identifica el consumo
de &cido folico antes y durante el embarazo. En un articulo realizado en poblacion
mexicana en el afio 2012, se observaron interacciones significativas entre el
consumo de acido félico y la variante 8g24 (p<0.0001). 263 En una tesis publicada
en el 2015 se determind la interaccion entre IRF6 y MAFB (p 0.02) relacionada a
fisuras orofaciales, empleando dos pruebas, una de razon de verosimilitud (LRT) y
otra de 4df. 264 El gen MAFB se expresa en la region craneofacial y al parecer tiene
un papel en el desarrollo del ectodermo, no es claro el mecanismo en el desarrollo
del paladar; sin embargo, se han reportado variantes relacionadas a L/PH-NS. 265266
La red tomé6 en cuenta algunos genes propuestos en vias de sefalizacibn como
STRING vy las cruzo con resultados dados en un estudio tipo GWAS en L/PH-NS,
se adicionaron los siguientes genes, todos funciones conocidas para el desarrollo
del paladar y el labio: MSX1, SHH, SPRY2 y FGFR1. 24! Msx1, Pax9 y Shh han sido
genes implicados en fisuras orofaciales en modelos de raton manipulados
genéticamente y en estudios de tejidos humanos; sefialados en el crecimiento de
los procesos palatinos laterales en la region anterior durante la palatogénesis, los
factores de crecimiento y sus receptores regulan la proliferacion y supervivencia

celular en los procesos palatinos. 257 El Spry2 juega un papel importante en la
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elevacion y proliferacién de los procesos palatinos. 0268 El gen VAX1 codifica un
regulador transcripcional que se expresa en tejidos del labio y el paladar de
embriones de ratones y al parecer es regulador en el desarrollo craneofacial. 269270
Se han publicado otras redes relacionadas a IRF6 y fisuras orofaciales, una de ellas
fue publicada en el 2015, donde plantearon una red reguladora mediante un analisis
sistematico bioinformatico que sefialé a ocho genes con evidencia significativa para
el desarrollo de fisuras orofaciales: Msx1, Pvrll, Pax9, Irf6, Jag2, Tgfb3, Rara, Gli2
y Tgfb2. 177 Otra propuesta de red relacionada a una via de interaccion basada en
IRF6 e involucrada en la etiologia del L/PH-NS humano, incluye seis genes con
interacciones directas relevantes: TP63, NTN1, TFAP2A, TPM1, VAX1 y GRHL3;
sin embargo, no es muy claro el mecanismo biologico directo de VAX1 sobre IRF6;
la red de esta investigacion resalta la importancia de los datos estadisticos
encontrados en su estudio y en la literatura. 2>* En la propuesta de red en IRF6 de
esta investigacion se da mayor significancia a los datos obtenidos en experimentos

y en siguiente lugar a la estadistica con valores significativos.

Se han logrado avances con relacion a los mecanismos moleculares asociados al
desarrollo del labio y paladar especialmente en ratones, permitiendo entender y
extrapolar en la especie humana algunos datos,; sin embargo, hay informacién en
la que no se tiene claridad en cuanto a las vias de sefializacion y procesos biolégicos

en la morfogénesis del paladar, ejemplo de ello son NTN1 y FILIP1L, se requiere



por tanto indagar en el campo de la biologia del desarrollo y dilucidar conceptos en

esta area.

5.6 Secuenciacion de nueva generacion

En Republica Dominicana se realiz6 en el afio 2018 un estudio de secuenciacion de
exoma completo (WES) con resultado negativo para la familia que en esta
investigacion con WGS se identificé una variante positiva en IRF6. Con relacion al
andlisis de regiones codificantes en el ADN, ambas tecnologias mencionadas son
adecuadas; sin embargo, las plataformas de WES basan su eficiencia en la
profundad durante la secuenciacion, aun asi, WGS supera a WES en la deteccion
de variantes debido a su mejor cobertura en las regiones codificantes, como es el
caso de las variantes tipo CNV. Un estudio publicado en el 2015 puso en evidencia
que el WES tiene un rendimiento comparable a WGS en términos de bases
cubiertas, si realiza la secuenciacion con una cobertura de dos a tres veces mayor
al WGS. 2"t Al momento de escoger qué tecnologia utilizar para un estudio de
enfermedades genéticas, es importante tener en cuenta el tipo de estudio molecular,
ademas de la cobertura y profundidad de cada una, ya que estos parametros

permiten una mejor calidad en los resultados.

5.7 Limitaciones

La familia cinco involucrada en el estudio participé hasta el Ultimo asesoramiento

geneético y posterior a ello se negd a seguir siendo parte del proyecto realizado, por
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lo tanto, esto genero una limitante para adquirir informacion adicional y la realizacion
de otros estudios como MLPA en los demas miembros afectados en esta

genealogia.

La pandemia hizo que el cronograma se extendiera y retrasara varios procesos en
el desarrollo de este estudio. Ademas, limito la realizacién de otros procesos como

el de dinAmica molecular en las ejecuciones de docking.



6.Proceso de divulgacion de resultados

Se reportaron los resultados a las cinco familias dominicanas, se entreg6 un
informe escrito de la variante encontrada y de los hallazgos incidentales, fue
realizado por un médico genetista y trabajadores de la salud capacitados.
Posterior a ello, se efectud la divulgacion en la comunidad de la region de
Cibao y Santo Domingo y parte del area cientifica en Republica Dominicana.
Se participé en eventos de caracter académico como el Ceicyt- RD 2022 en
Republica Dominicana, en la competencia Concurso Hatton-Unilever,
Categoria Senior, en representacion de la Universidad Nacional de Colombia.
Este concurso se llevo a cabo en el XVI Encuentro de la IADR — Division
Colombia. Ademas, en el IV Congreso LATICFA (Latin American CranioFacial
Association) y AMLPHAC (Asociacion Mexicana de Labio, Paladar Hendido y

Anomalias Craneofaciales) 2022, con presentacion de una ponencia.
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7. Recomendaciones

En el presente estudio se identificaron ocho variantes, siete de ellas no
asociadas a L/PH-NS consideradas como hallazgos incidentales en los genes
CYP21A2 ¢.-103A>G (probablemente benigna), CYP21A2 -113G>A
(significado incierto), SMPD1(patogénica), DUOX2(patogénica), ganancia
CNV 22qg11.1qg11.21(significado incierto), B3GLCT (patogénica) y HBB
(patogénica), de las cuales las patogénicas presentan una herencia recesiva
que hace a los individuos portadores, teniendo en cuenta que Republica
Dominicana es una isla se genera mayor riesgo de endogamia y de presentar
enfermedades de origen genético, por lo anterior, se resalta la importancia de
promover pruebas moleculares en la poblacion, ademas de campafias de

prevencion por parte de un equipo multidisciplinario.

Los estudios en genoma completo se benefician de una cobertura de 40X o
mas con el fin de encontrar mayor cantidad de informacion relacionada a

variantes patogénicas.



Republica Dominicana se beneficiaria de proyectar estudios a futuro tipo panel
de genes en sus pacientes con L/PH, siendo costo efectivo, para el campo

clinico e investigativo.
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8.Conclusiones

Se detectd una variante tipo CNV patogénica consistente en una delecién de una
copia de los exones 1-3 del gen IRF6, asociada a fisuras orofaciales no reportada

previamente en la literatura.

Se construy6 un modelo 3D de IRF6 mediante herramientas computacionales que
evidencio similitud con meta servidores relacionados a evaluacion de estructura 2D
y guarda correspondencia con los otros miembros IRF, especialmente, en el dominio

de unién a ADN y union a proteina.

Se cre6 un modelo de acoplamiento de ADN-proteina con IRF6 no publicado en la
literatura cientifica, en el que se encontraron elementos similares a las estructuras
obtenidas por métodos experimentales de otros miembros de los IRF. Se hizo un

nuevo grafo dirigido de genes relacionados a IRF6 y L/PH-NS.

En pacientes con L/PH-NS y herencia autosomica dominante, vale la pena estudiar
genes relacionados a entidades sindromicas; como se ha mostrado en este estudio,
pues hay genes que estan dentro del espectro de anomalias no sindrémicas y

enfermedades sindrémicas, tal es el caso de IRF6 con expresividad variable. En la



literatura se identifican variantes patogénicas con manifestaciones diferentes en una
misma genealogia que podria evidenciar el papel que juegan otros genes y

elementos reguladores en el ADN.

Teniendo en cuenta la expresividad variable de algunos genes como el caso de
IRF6, con fenotipos que incluyen entidades sindromicas y no sindrémicas, es
necesaria una evaluacion exhaustiva clinica sistémica y oral con el fin de llegar a
diagnosticos certeros y a realizar el asesoramiento genético individual y familiar

adecuado.

8.1 Financiacion

El proyecto de investigacion “Caracterizacion funcional de variantes (SNV, Indels,
CNVs) analizadas por medios computacionales en 5 familias dominicanas con labio
y/o paladar hendido no sindromico.” El proyecto fue financiado por el Fondo
Nacional de Innovacion y Desarrollo Cientifico y Tecnolégico (FONDOCyYT No.
2018-19-2A5-236) de Republica Dominicana, por la Universidad Nacional de

Colombia y la Universidad Nacional Pedro Henriquez Urefia.

La Universidad Nacional de Colombia, permiti6 el uso de Ilaboratorio de
Bioinformética y Biologia de Sistemas para el desarrollo de algunos procesos

computacionales.
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