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RESUMEN: El objetivo fue determinar la expresion génica del factor de crecimiento transformante beta (TGF-R) y
posibles factores de riesgo en nifios con y sin fisuras labio palatina no sindromicas (FLPNS). Disefio de casos (Nifios con
fisuras orales; n= 20) y controles (nifios no afectados; n= 40). A partir de muestras de saliva se realizé la extraccion de
mRNA utilizando el RNeasy® Protect Saliva Mini Kit-QlAgen y la expresion génica del TGF-R mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa en transcriptasa reversa, ademas se aplicd un cuestionario para registrar caracteristicas
sociodemograficas y posibles factores de riesgo durante el periodo de concepcién (medicamentos, enfermedades, alcohol,
cigarrillo y edad de los padres). Los datos fueron analizados mediante medidas de tendencia central y dispersion, frecuen-
cias y porcentajes, para establecer asociaciones se utilizaron las prueba T-Student, Chi-cuadrado y Odds ratio, asumiendo
un limite de confianza de 0,05. El promedio de edad de los participantes fue de 6,8 (DE=4,6) afios y el 63,3 % eran de sexo
masculino. Al evaluar los posibles factores asociados con el desarrollo de FLPNS no se encontraron diferencias significa-
tivas, sin embargo el 11,7 % de las madres habian ingerido algun tipo de medicamentos durante el embarazo, el 1,7 %
habian fumado algun cigarrillo y el 13,3 % ingerido alcohol. Existieron diferencias significativas en la expresién génica del
TGF-R entre los grupos (p= 0,0205), siendo menor en grupo de casos. Los factores de riesgo evaluados mostraron poca
evidencia de asociacién con la presencia de FLAPNS, los nifios con esta alteracion tienen menor expresiéon génica del
TGF-R, sugiriendo que alteraciones moleculares en la via de sefializacion del TGF- posiblemente estan involucradas en el
desarrollo de las fisuras labio palatinas, ya que se pueden afectar procesos de diferenciacion, crecimiento y proliferacion
celular, en donde participan varios genes incluyendo el TGF-R.

PALABRAS CLAVE: fisura labio palatina, factor de crecimiento transformante beta, sefializacién celular.

INTRODUCCION

Las fisuras labio palatinas (FLP) se generan por ~mas comunes causados por el desarrollo facial anor-
la falta de fusion de los tejidos del labio o del paladar ~ mal durante la gestacion (Berbert-Campos et al., 2007;
durante las primeras etapas del desarrollo fetal, se =~ Cooper-Brown et al., 2008; Chen et al., 2008). La inci-
encuentran entre las deformidades craneo facial mas  dencia mundial de FLP es aproximadamente 1 a 2 por
frecuente y hacen parte de los defectos congénitos 1000 nacidos vivos, esta frecuencia varia en relacion
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al origen étnico, el area geografica y a la naturaleza
propia de la fisura (Prahl-Andersen & Ju, 2006). En el
contexto de las fisuras labiales extendidas a paladar,
la incidencia es de aproximadamente 0,3 por cada
1000 en poblaciones afroamericanas, de 1,0 por cada
1000 en poblaciones caucasicas y de 2 a 3 por cada
1000 en poblaciones asiaticas; las fisuras unilaterales
son nueve veces mas comunes que las fisuras bilate-
rales y los hombres son en su mayoria mas afectados
por fisuras labiales en una relacion de 2:1 respecto a
las mujeres; mientras que estas son mas afectadas
por fisuras palatinas (Aminpour & Tollefon, 2008;
Costello & Ruiz, 2009).

Las FLP constituyen uno de los principales pro-
blemas morfoldgicos, funcionales y estéticos; afectan-
do la masticacion, deglucion, amamantamiento, diges-
tién, habla, audicidn, la ventilacion del oido medio y el
desarrollo a nivel social (Chai & Maxson, 2006; Ocak
etal., 2013). Estos individuos requieren cuidados des-
de su nacimiento hasta la adultez de muchas discipli-
nas incluyendo enfermeria, cirugia plastica, cirugia
maxilofacial, otorrinolaringologia, fonoaudiologia, psi-
cologia, consejeria genética y tratamiento odontolégico
(Wong & Hagg, 2004; Jugessur et al., 2009; Mossey,
et al., 2009; Ajike et al., 2013; Borno, et al., 2014)

La etiologia de estas fisuras no se encuentra
totalmente aclarada, sin embargo se intenta explicar
por medio de un modelo de umbral multifactorial, en el
cual se plantea que es producto de la interaccion de
factores endodgenos y ambientales, entre los cuales
estan la etnia, variaciones geograficas, desordenes
genéticos, aberraciones cromosomicas y exposicion
a teratdbgenos como el alcohol, tabaco, vitaminas,
anticonvulsivantes y metales pesados; lo que sugiere
que multiples genes y factores ambientales esta
involucrados en el desarrollo de las FLP (Prescott et
al., 2001; Cobourne, 2004; Little et al., 2004; Lidral et
al., 2008). Cerca del 70 % de todas las fisuras
orofaciales son no sindromicas (fisuras labiopalatinas
no sindromicas -FLPNS-), mientras que aproximada-
mente el 30% restante se presentan en companiia de
sindromes como es el caso de los sindromes de Pai,
Van der Woude, Marfan, Smith-Lemli-Opitz y Loeys-
Dietz (Mazzieri et al., 2005; Scapoli et al., 2008; Meng
et al., 2009).

Con relacion a las FLPNS se ha reportado que
algunos genes como el TGF-3, MSX1 (Msh homeobox
1), IRF6 (Interferon regulatorio del factor 6) y GABA
(Acido gamma-aminobutirico) muestran gran suscep-
tibilidad para el desarrollo de estas fisuras (Massague
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& Wotton 2000; Chen et al., 2002; Sakaki-Yumoto et
al., 2013). El TGF- es miembro de una superfamilia
de factores polipeptidicos que estimulan varias redes
de sefalizacion involucradas en la determinacion, cre-
cimiento y diferenciacion de un gran numero de tipos
celulares, particularmente células epiteliales (Shen,
2007; Kruithof-de Julio et al., 2011). Se han descrito
diferentes clases de receptores de la familia del TGF-
R, entre los que destacan el TRRI (Receptor beta tipo
I) y el TRRII (Receptor beta tipo 1), que tienen activi-
dad serina-treonina proteina quinasa en su dominio
citoplasmatico y forman heterodimeros para ser acti-
vos (Andrieux et al., 2012; Tsai et al., 2013). El recep-
tor TRRII tiene una actividad quinasa constitutiva, la
union del TGF-B al receptor TRRII es reconocida por
el receptor TRRI, uniéndose a él para formar un com-
plejo. A continuacion, el receptor TRRI es fosforilado
por el TBRII, lo que estimula su actividad serina-
treonina quinasa, con la subsiguiente fosforilacion de
distintos miembros de la familia de proteinas Smad.
Estas proteinas fosforiladas se unen a otro miembro
de la familia, el Smad 4, como resultado se produce
su translocacion al nucleo, donde interacciona de for-
ma célula especifica con otros factores de transcrip-
cion, para finalmente regular la expresion génica. Se
ha demostrado que el TGF-R inhibe las actividades de
los complejos ciclina D-Cdk4/6 y ciclina E/Cdk2, lo que
conduce a la hipofosforilacion de p-Retinoblastoma y
a una disminucion de la actividad transcripcional de
los efectores de factores de transcripcion (Qian et al.,
1997; Kang et al., 2009).

El objetivo de este estudio fue determinar la
expresion génica del TGF-R y posibles factores de ries-
go en nifios con y sin FLPNS.

MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio. Analitico de casos y controles, en
donde los participantes fueron convocados de las cli-
nicas odontolégicas de la Universidad de Cartagena.
Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la
Universidad de Cartagena.

Seleccion de muestra. El tamafo de la muestra se
calculd en el programa Epi-info a partir de un error
tipo | del 5 %, poder del 80 % y frecuencia esperada
de exposicion en el grupo control del 26,3 %, para
una relacion de 1:2 el resultado minimo requerido
fue de 60 nifos, 20 casos y 40 controles. Se deno-
minaron casos a los niflos con FLPNS, evaluando-
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los a través de las caracteristicas clinicas de esta
alteracion y mediante un cuestionario y examen fisi-
co que contemplaba excluir 100 caracteristicas com-
patibles a sindromes; asimismo se les solicité a los
padres informacién personal que corroborara la pre-
sencia o no de algun sindrome. Estos fueron selec-
cionados a partir de los siguientes criterios: familias
con historia residencial en el departamento de Boli-
var durante el tiempo de la concepcién del nifio y
que aceptaran participar autorizando la donacioén de
muestras de saliva. Se denominaron como contro-
les a los nifios clinicamente saludables que no pre-
sentaban FLPNS, estos fueron seleccionados y
emparejadosteniendo en cuenta la edad, sexo y
municipio de residencia durante el tiempo de la con-
cepcion del niflo. Para ambos grupos se excluyeron
nifos con antecedentes personales de enfermeda-
des neoplasicas, inmuno-deficiencias, desordenes
autoinmunes y hepatitis. Para que los nifios pudie-
ran participar era necesario que alguno de sus pa-
dres aceptara a partir de la firma del consentimiento
informado por escrito.

Procedimientos. Se disefid un cuestionario para ob-
tener informacion relacionada con las caracteristicas
sociodemograficas y algunos posibles factores aso-
ciados (1. Edad, 2. Sexo, 3. Estrato socioeconémico,
3. Procedencia, 4. Consumo de alcohol durante el
embarazo, 5. Ingesta de medicamentos durante el
embarazo, 6. Consumo de cigarrillo durante el emba-
razo, 7. Enfermedades graves durante el primer ftri-
mestre de embarazo, 8. Edad de concepcion de la
madre, 9. Edad de concepcidn del padre). El profesio-
nal encargado de la recoleccion de esta informacion
fue diferente al que realiz6 el examen clinico y prue-
bas moleculares.

Examen clinico odontoldgico. Se realizdé por un
odontopediatra calibrado en la identificacion y clasifi-
cacion de FLP. Para éste se utilizo luz artificial y espe-
jo No. 5, ademas era obligatoria la palpacion del pala-
dar y labio para los dos grupos, con el fin de evitar
sesgos de seleccion. El proceso se inicié observando

Tabla |. Caracteristicas de los Primers.

el labio, detallando mucosa y detectando visualmente
afecciones; después se procedié a palpar e inspec-
cionar el paladar desde la zona posterior al tercio an-
terior y de derecha a izquierda. Con este se evalué la
presencia y el tipo de fisura teniendo en cuenta la cla-
sificacion de Kernahan & Stark (1958).

Obtencion de las muestras de saliva. Las muestras
de saliva humana no estimulada se colectaron en tu-
bos de polipropileno en hielo, en un cantidad de 3 mL.
A todos los nifios se les indicé el lavado de los dientes
y la no ingesta de bebidas ni comida una hora antes
de la coleccién salival. Todas las muestras se obtuvie-
ron siguiendo el protocolo de salivacion auténoma
dentro del laboratorio de Bioquimica de la Universi-
dad de Cartagena, donde fueron almacenadas a - 80
°C hasta su posterior analisis.

Extraccion de ARN en saliva. En este se emple¢ el
RNeasy® Protect Saliva Mini Kit de la marca Qiagen,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La va-
loracion de la concentracion y el grado de pureza del
ARN fue realizada por espectrofotometria a 230, 260
y 280 nm en el equipo NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Andlisis de la expresion génica mediante RT-PCR.
El ARN total se empled para obtener el cDNA, el cual
se utilizé para la amplificacion por PCR convencional
utilizando los “primers” correspondientes al GUSB y
TGFR (Tabla 1), dNTPs (10 mM), MgCI2 (25 mM) y 1
unidad de la polimerasa Ecotaq. La reaccion de PCR
se realizé en un termociclador (BIO-RAD T100TM) bajo
las siguientes condiciones: 94 °C durante 5 min, 40
ciclos a: 94 °C durante 30 s, 62,5 °C durante 30 s, 72
°C durante 1 min y un tiempo de elongacion final a 72
°C durante 10 min. Los productos de PCR se
visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1,0 % en tampon TAE 1X (Tris 40 mM; 0,1
% Acido acético glacial; EDTA 1 mM) conteniendo EZ-
Vision® (Amresco®) y exposicion a la luz UV en el equi-
po ChemiDoc™ XRS+ System. Todas las muestras fue-
ron analizadas por triplicado.

Gen Secuencia 5’ 3’ (Forward//Reverse) Descripcion pb Tm °C ID-Gen Bank
GUSB ATCACCGTCACCACCAGCGT Glucoronidasa Beta, codificauna 131 70,3 M65002.1
GTCCCATTCGCCACGACTTTGT hidrolasa que degrada
glicosaminoglicanos. Gen de
referencia.
TGFB GGCAGCTGTACATTGACTTCC Factor de crecimiento 129 72,5 M60316.1

CCTTGCTGTACTGCGTGTCC

transformante Beta.

bp: pares de bases del tamafio del producto; Tm: temperatura de anillamiento

7



MADERA, A. M. V.; GONZALEZ, M. F.; ROMERO, S. D. E. & SUAREZ, C. A. Expresion génica del factor de crecimiento Transformante Beta en nifios con fisura labio palatina no
sindrémica. Int. J. Odontostomat., 10(1):75-84, 2016.

Analisis estadistico. Se disefi6 de una base de da-
tos en Excel Microsoft® office 2010, luego esta fue
transportada al programa STATA® (Stata Corp. LP,
College Station, TX, USA). Inicialmente se evalué el
supuesto de normalidad de los datos a partir del test
de Shapiro Wilk. Para el analisis descriptivo fueron
usadas las medidas de tendencia central, dispersion
y las proporciones. Para analizar la asociacion entre
las variables se utilizé la prueba T-Student para varia-
bles cuantitativas y la prueba Chi-cuadrado para las
variables cualitativas; ademas se calcul6 la razén de
oportunidades (Odds ratio). Para todas las pruebas
se asumio una probabilidad limite de decision de 0,05.

RESULTADOS

El promedio de edad de los participantes fue de
6,8 (DE= 4,6) afos, en el cual la edad minima fue de 3
meses y la maxima de 15 afios. De manera general
el 63,3 % eran de sexo masculino y el 36,7 % femeni-

no, el 88,3 % pertenecian al estrato 1 correspondiente
a un nivel socioeconomico bajo, el 91,7 % eran proce-
dentes de la ciudad de Cartagena y el 8,3 % restante
provenian de otros municipios del departamento de
Bolivar entres los que se encuentran San Jacinto,
Cicuco, Santa Rosa, Maria La Baja y Santa Cruz de
Mompox, al comparar las caracteristicas
sociodemograficas por los grupos no se encontraron
diferencias significativas (Tabla ).

Con relacion a los hallazgos identificados en el
examen estomatoldgico se encontrd que el tipo de fi-
sura labio alvéolo palatina de mayor frecuencia fue la
fisura bilateral completa con el 50 %, la cual se carac-
teriza por afectar los dos lados faciales comprome-
tiendo tanto el paladar primario como el secundario,
seguida de unilateral completa con el 35 % vy
submucosa con el 15 %.

Al evaluar los posibles factores asociados con el
desarrollo de FLPNS, se encontré que el 11,7 % de las
madres habian ingerido algun tipo de medicamentos

Tabla Il. Distribucion de las caracteristicas sociodemograficas de los participantes.

Total participantes Casos Controles Valor
n (columna %) n (filas%) n (filas%) P
Total muestra 60 (100) 20 (33,3) 40 (66,7)
Sexo Masculino 38 (63,3) 14 (36,8) 24 (63,2) 0 449
Femenino 22 (36,7) 6 (27,3) 16 (72,7) ’
Estrato 1 53 (88,3) 16 (30,2) 37 (69,8)
2 3(5,0) 3(100,0) 0(0,0) 0,052
3 4 (6,7) 1(25,0) 3(75,0)
Procedencia Cartagena 55(91,7) 17 (30,9) 38 (69,1) 0 186
Otro 5(8,3) 3(60,0) 2 (40,0) ’
*Estadisticamente significativo, prueba Chi-cuadrado
Tabla Ill. Factores asociados con el desarrollo de fisuras labiopalatinas no sindromicas (FLPNS).
Total participantes Casos Controles
n(columna%)  n(filas%) n (flas%) O~ ValorP
Total muestra 60 (100) 20 (33,3) 40 (66,7)
. Si 7 (11,7) 3(42,9) 4 (57,1)
Ingesta de medicamentos No 53 (88,3) 17 (32,1) 36 (67,9) 1,59 0,569
N Si 1(1,7) 1 (100,0) 0(0,0) .
Consumo de cigarrillo No 59 (98.3) 19 (32.2) 40 (67.8) 0,153
Si 8 (13,3) 1(12,5) 7 (87,5)
Consumo de alcohol No 52(86.7) 19 (36.,5) 33 (63,5) 0,25 0,179
Enfermedad primer trimestre fllo 5; ((;)8733) 19(1(3223 48 ((270)8) — 0,153
. > 35 afios 8(13,3) 1(12,5) 7 (87,5)
Edad de concepcion madre < 35 afios 52 (86,7) 19(365) 33635 02 0179
., > 40 afios 5(8,3) 3(60,0) 2 (40,0)
Edad de concepcion padre < 40 afos 55 (91.7) 17 (30,9) 38 (69,1) 3,35 0,186

*Estadisticamente significativo, prueba Chi-cuadrado
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durante el embarazo, entre los que se reportaron estan
los antibioticos y antihipertensivos, el 1,7 % habian con-
sumido algun cigarrillo, el 13,3 % habian consumido al-
cohol, el 98,3 % negaron cualquier tipo de enfermedad
durante el primer trimestre de embarazo, el 86,7 % de
las madres eran menores de 35 afios al momento de la
concepcion del nifio y el 91,7 % de los padres eran
menores de 40 anos al momento de la concepcion del
nifio, al comparar los factores asociados por los grupos
no se encontraron diferencias significativas (Tabla Il1).

Para la evaluacién de la expresion génica se
utilizé como gen normalizador el GUSB, el cual se

A B

Casos Controles

T
Controles

Casos

expreso tanto en casos como en controles, al com-
parar la expresion y los niveles de expresion de este
gen con cada uno de los grupos de estudio no se
encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas (p= 0,1157). Para el gen TGF-R existieron dife-
rencias significativas en la expresion génica entre
los grupos (p= 0,0205), siendo mayor en grupo con-
trol, lo que sugiere que la disminucién en la expre-
sion génica del TGF-R posiblemente disminuye la
respuesta celular en la via de sefalizacion del TGF-
3 lo que podria generar durante la embriogénesis
del paladar junto con otros factores el desarrollo de
fisuras faciales (Fig. 1).
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Fig. 1. Comparacion de los niveles de expresion génica del TGF-3. A. Geles de agarosa al 1 % de la amplificaciéon por PCR
del gen TGF-3 y GUSB de nifios con FLPNS (casos) y sin FLPNS (controles). B. Niveles de expresion génica de GUSB por
grupos, Prueba T-Student (p= 0,1157). C. Niveles de expresion génica relativa de TGF-R/GUSB por grupos, Prueba T-
Student (p= 0,0205),*estadisticamente significativo. D. Diagrama de la via de sefializacion del TGF-3 implicada en el desa-
rrollo de FLAPNS, la disminucién en la expresion génica del TGF-3 posiblemente disminuye la respuesta celular de esta via
lo que podria generar durante la embriogénesis del paladar el desarrollo de fisuras palatinas (FLP).

DISCUSION

causa efecto de las variables estudiadas; sin embar-
go la realizacion de procedimientos estandarizados y
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Este estudio tiene una serie de limitaciones en-
tre las cuales esta la temporalidad en la secuencia
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la utilizacién de instrumentos validados permiten arro-
jar resultados confiables acerca de la expresion génica
del TGF-R y su posible asociacion con el desarrollo
de las FLPNS.

Con respecto a las caracteristicas
sociodemograficas y la presencia de FLP los resulta-
dos sugieren que no existen asociaciones entre es-
tas, sin embargo Brydon et al. (2014), Conway et al.
(2015), Singh et al. (2012a, 2012b ) y Ochoa Lozano
et al. (2003) afirman que estas malformaciones son
mas frecuentes en hombres, asimismo Nazer et al.
(2001) sostiene que las fisuras de paladar primario,
ya sean con paladar secundario o aisladas son mas
frecuentes en el sexo masculino; por su parte
Sacsaquispe & Ortiz (2004) concluyeron que el labio
y paladar fisurado y la fisura del paladar aislado son
mas frecuentes en varones; mientras que el labio
fisurado aislado es mas frecuente en el sexo femeni-
no, del mismo modo Martelli et al. (2012) reportd que
las fisuras de paladar aislado son mas frecuentes en
las mujeres, mientras que la fisura completa de labio,
paladary la submucosa predominaron en el sexo mas-
culino. Cabe aclarar que aun no se conoce por qué se
presentan estas variaciones en cuanto al sexo, debi-
do a la complejidad de la etiologia de estas alteracio-
nes, la cual incluye la interaccion de diferentes facto-
res, sin embargo se podria pensar que posiblemente
algunas de estas alteraciones estan asociadas con una
prediccion o susceptibilidad por regiones especificas
de los cromosomas, las cuales al estar en contacto
con algunos factores ambientales y pueden contribuir
con el desarrollo de FLP.

Con relacion al tipo de FLP se encontré que la
mayor frecuencia fue la bilateral completa, es decir
aquella que afecta los dos lados faciales comprome-
tiendo tanto el paladar primario como el secundario,
en este sentido Yassaei et al. (2010), Suleiman et al.
(2005), Doray et al. (2012) y Genisca et al. (2009) co-
inciden con que las fisuras completa son las mas fre-
cuentes, sin embargo este ultimo autor aclara que en
este tipo de fisuras la frecuencia de la unilateral es el
doble que la bilateral; por su parte Martelli-Junior et al.
(2008) encontraron un mayor predominio de fisura la-
bio palatina completa, ya sea unilateral o bilateral, se-
guido de fisura submucosa y por ultimo de fisura
palatina aislada. Contrario a esto Singh et al. (2012a,
2012b) y Manyama et al. (2011) sostienen que la de
mayor prevalencia es la fisura que afecta unicamente
el labio. Estas diferencias se deben posiblemente a
las caracteristicas propias de cada una de las pobla-
ciones estudiadas entre los cuales estan el area geo-
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grafica y los posibles factores ambientales que se en-
cuentren en ella.

Al evaluar los factores posiblemente asociados
no se encontraron diferencias significativas con el con-
sumo de alcohol, cigarrillo, medicamentos, enferme-
dades durante el primer trimestre de embarazo, edad
de la madre y padre durante la concepcion del nifio, lo
que concuerda con lo reportado por Beaty et al. (2001)
quienes tampoco encontraron asociacion con el ciga-
rrillo, uso de vitaminas, infecciones del tracto urinario
y consumo de medicamentos, contrario a esto
Wyszynski & Beaty (1996) reportaron que entre los
factores de riesgo para el desarrollo de FLP estan el
cigarrillo, medicamentos antiepilépticos y uso de vita-
minas durante el periodo de preconcepcion, consumo
de alcohol y exposicién a agentes quimicos utilizados
en la agricultura, asimismo Sabbagh et al. (2015) afir-
man que existe un incremento significativo de estas
alteraciones craneofaciales con el uso de antibidticos,
medicamentos antieméticos, enfermedades severas,
gripe comun, cigarrillo e inclusive tabaquismo pasivo,
ademas sugiere que como factor protector estan la
suplementacion de calcio y el consumo de agua pota-
ble con alto contenido de minerales por parte de la
madre. Por su parte Hao et al. (2015) sostiene que la
historia de fiebre de la madre y de resfriado comun, el
tabaquismo paterno y el consumo de alcohol, la expo-
sicion a la madre a disolventes organicos, metales
pesados o pesticidas y el uso de multivitaminicos du-
rante el periodo preconcepcional se asociaron con
FLPNS. Del mismo modo Martelli et al. (2015) solo
encontrd asociacion entre estas y el uso de cigarrillo
por parte de la madre; teniendo en cuenta estos resul-
tado aun no esta totalmente claro cuales son los fac-
tores ambientales que estan relacionados con el de-
sarrollo de FLAP, una de las posibles explicaciones
en las variaciones de los reportes encontrados seria
las diferencias geograficas y ambientales en la pobla-
cion utilizada en cada estudio.

Con relacion a la expresion génica del TGF-R3
en nifios con FLPNS se encontrdé una asociacion
estadisticamente significativas entre estas y el nivel
de expresion, en donde los nifios casos presentaban
una disminucion en la expresion de este transcripto,
lo que sugiere que alteraciones en la via de senaliza-
cion del TGF-R posiblemente estan relacionadas con
el desarrollo de defectos congénitos del desarrollo del
paladar y labio; teniendo en cuenta el tipo de muestra
utilizada en este estudio y los analisis realizados, es-
tos resultados pueden ser considerados con
innovadores debido a que no se encontraron reportes
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en la literatura que evaluaran la expresion génica del
transcripto TGF-R y su asociacion con las FLPNS en
muestra de saliva, sin embargo se encontraron algu-
nos reportes que lo hicieron en otro tipo de muestra,
entre estos el realizado por Baroni et al. (2010) quie-
nes compararon la expresion génica del TGF-R en
fibroblastos aislados del paladar de individuos con
FLP sugiriendo que existen una mayor expresion de
este transcripto en estos sujetos, asimismo estos mis-
mo autores (Baroni et al., 2006) evaluaron la expre-
sion génica de varios transcriptos posiblemente im-
plicados en FLP en cultivos celulares de fibroblastos
obtenidos del paladar secundario de niflos con FLPNS
y expuestos a diferentes sustancias, sugiriendo que
los fibroblastos de FLAP en comparaciéon con
fibroblastos normales exhiben un fenotipo anormal
in vitro y responden de manera diferente al tratamien-
to con acido retinoico, ademas afirma que la via de
sefalizacién de TGF- podria estarimplicada con el
fenotipo de paladar fisurado. Cabe aclarar que los di-
sefios de los ensayos empleados en estos estudios
hacen que sus resultados no sean del todo compara-
bles, sin embargo se podria afirmar que aunque no
esté claro el mecanismo, de alguna manera el TGF-R
esta relacionado con la etiologia de estas fisuras. Entre
los posibles mecanismos por medio del cual el TGF-3
esta involucrado en el desarrollo de FLPNS, se ha
reportado alteraciones en su via de sefalizacion du-
rante la palatogénesis, siendo este un proceso com-
plejo que involucra multiples vias de sefalizacion y
varias interacciones entre las células mesenquimales
y epiteliales (Meng et al.), entre los pasos criticos en
la palatogénesis esta el crecimiento, la alineacién y
fusion de las crestas palatinas, que se completa a
finales del primer trimestre en los seres humanos
(Bush & Jiang, 2012); estas estructuras palatinas se
componen de un grupo diverso de células derivadas
de la cresta neural craneal, mesodermo y células
epiteliales derivadas del ectodermo (lwata et al.,
2011). Eneste sentido la via de sefalizacion del TGF-
3 tiene una profunda influencia en los perfiles de ex-
presion génica de células de la cresta neural craneal
y su destino de desarrollo (lwata et al.). Asimismo te-
niendo en cuenta que las proteinas ligandos de esta
via, especificamente TGF-R1, TGF-R2 y TGF-R3 al
ser secretadas son las que inician la cascada de se-
Aalizacion a través de los complejos de receptores de
la superficie celular TGFRR1 y TGFRR2, se ha plan-
teado que el TGF-B1, TGF-R2 participan principal-
mente en la regulacion de la proliferacion del
mesénquima palatal mientras TGF-R3 ha sido pro-
puesto para desempefiar un papel crucial en la regu-
lacién del destino de la linea media del paladar a tra-

vés de las células epiteliales durante la fusién del pa-
ladar (Meng et al.). Asimismo se ha sugerido que indi-
viduos con mutaciones deletéreas en los genes
TGFRR1 o TGFRR2 desarrollan Sindrome de Loeys-
Dietz, una enfermedad autosémica recesiva normal-
mente caracterizado por afecciones a nivel vascular,
esquelético, y craneofacial, incluyendo fisura palatina
(Loeys et al., 2005; Pezzini et al., 2012).

Por otro lado se ha sugerido que la actividad
de sefalizacion del TGF-R esta intimamente relacio-
nada con la matriz extracelular, en donde concentra-
ciones de algunos componentes de esta pueden
inactivar al ligando TGF-3, formando un complejo de
union no covalente en algunas regiones, lo que po-
dria estar influenciado por la biodisponibilidad o fun-
cion de algunos activadores del TGF-R (Doyle et al.,
2012). Ademas, se ha sugerido que la matriz
extracelular podria influir en la actividad de los
efectores de la superficie celular de la sefalizacién
del TGF-B (Doyle et al., 2012). A través de la retroali-
mentacion de modulacion, la sefalizacion del TGF-13
puede tener un profundo impacto en la matriz
extracelular mediante la estimulacion de la sintesis de
componentes de los proteoglicanos, colagenos y
glucoproteinas, inhibiendo proteasas implicadas en su
degradacion, y la alteracion de las proporciones de la
relacion de receptores de superficie celular que po-
drian facilitar la adhesién a la matriz extracelular
(Pelikan et al., 2013).

En conclusion los factores de riesgo evaluados
mostraron poca evidencia de asociacion con la pre-
sencia de FLPNS. Los nifios con FLPNS tienen me-
nor expresion génica del TGF-R, sugiriendo que alte-
raciones moleculares en la via de sefializacion del
TGF-B posiblemente estan involucradas en el desa-
rrollo de las fisuras labio palatinas, ya que se pueden
afectar procesos de diferenciacion, crecimiento y pro-
liferacion celular, en donde participan varios genes in-
cluyendo el TGF-R.
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ABSTRACT: The aim of this study was to determine gene expression of transforming growth factor beta (TGF-3) and
possible risk factors in children with and without non-syndromic oral clefts. Cases (Children with cleft lip and palate; n= 20)
and controls (unaffected children; n= 40) study, from saliva samples mRNA extraction was performed using the RNeasy®
Protect Saliva Mini Kit-QlAgen and gene expression of TGF-R by reverse transcriptase polymerase chain reaction, a
questionnaire was also applied to record sociodemographic characteristics and possible risk factors. Data were analyzed
using measures of central tendency and dispersion, frequencies and percentages. Odds ratio, Chi-square and T-Student
tests were used to determine association (p<0.05). The average age of participants was 6.8 (SD= 4.6) years and 63.3 %
were male. No statistically significant association was found between any of the possible risk factors examined with the
development of oral clefts (p> 0.05), however it was reported that 11.7 % of mothers had ingested some type of drug during
pregnancy, 1.7 % reported maternal smoking and 13.3 % reported alcohol consumption. There were significant differences
in gene expression levels of TGF- between groups (p= 0.0205), being lower in children with oral clefts. Most environmental
risk factors evaluated here gave little evidence of association with the presence of oral clefts. Children with oral clefts have
lower gene expression of TGF-R, suggesting that molecular alterations in the signaling pathway of TGF-R are possibly
involved in the development of cleft lip and palate, as they can affect processes of differentiation, growth and proliferation

cell, where several genes are involved including TGF-R3.

KEY WORDS: cleft lip and palate, Transforming Growth Factor beta, signal transduction.
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