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1 RESUMEN 

 
Las Fisuras Orofaciales no Sindrómicas (NSOFCs) son una de las malformaciones de 

nacimiento más frecuentes en Chile y el mundo. A pesar que en otras poblaciones se ha 

demostrado que la suplementación materna con folatos protege contra las NSOFCs, el 

aumento en el consumo de folatos en Chile no ha logrado disminuir su prevalencia. El 

objetivo de este estudio fue evaluar la asociación entre variantes de genes del transporte y 

metabolismo del folato y las NSOFCs en la población chilena y el efecto de estas variantes 

sobre el desarrollo embrionario de las estructuras orofaciales del pez cebra en la aparición 

de un fenotipo de NSOFC. Para este propósito, se analizaron los genotipos desde un array 

de polimorfismos y se compararon sus frecuencias entre casos y controles. Utilizando 

herramientas bioinformáticas, se estimó el impacto funcional de las variantes 

identificadas. Los resultados indican que la variante rs1979277 del gen SHMT1 podría 

ejercer un efecto protector contra las NSOFCs. Para evaluar esta hipótesis, se realizó un 

ensayo de inhibición enzimática de shmt1 durante el desarrollo orofacial del pez cebra. La 

inhibición de shmt1, resultó en fenotipos anormales, incluyendo un acortamiento 

moderado de la placa etmoidal, comparable a las fisuras orofaciales en mamíferos, lo que 

implica un papel crítico de shmt1 en la condrogénesis y la morfogénesis craneofacial. Se 

requiere realizar ensayos de mutación dirigida en modelos animales para comprobar si los 

polimorfismos encontrados presentan el efecto protector evidenciado in silico. 

 



 

2 ABSTRACT 

 

Non-Syndromic Orofacial Clefts (NSOFCs) are among the most common birth defects in 

Chile and worldwide. Although maternal folate supplementation has been shown to 

protect against NSOFCs in other populations, increased folate consumption in Chile has 

not reduced their prevalence. The aim of this study was to evaluate the association between 

variants in folate transport and metabolism genes and NSOFCs in the Chilean population, 

as well as the effect of these variants on the embryonic development of zebrafish orofacial 

structures, leading to an OFC phenotype. For this purpose, genotypes from a 

polymorphism array were analyzed and their frequencies compared between cases and 

controls. Using bioinformatic tools, the functional impact of the identified variants was 

estimated. The results indicate that the rs1979277 variant in the SHMT1 gene may exert 

a protective effect against NSOFCs. To evaluate this hypothesis, an enzymatic inhibition 

assay of shmt1 was performed during zebrafish orofacial development. The inhibition of 

shmt1 resulted in abnormal phenotypes, including a moderate shortening of the ethmoid 

plate, comparable to orofacial clefts in mammals, implying a critical role for shmt1 in 

chondrogenesis and craniofacial morphogenesis. Targeted mutation assays in animal 

models are required to confirm if the identified polymorphisms have the protective effect 

evidenced in silico. 

  



 

3 INTRODUCCIÓN 

 

3.1 Generalidades 

Las Fisuras Orofaciales (OFC, por su nombre en inglés, orofacial clefts) son una de las 

malformaciones de nacimiento más frecuentes en Chile y el mundo, cuya etiología es 

compleja e involucra tanto factores genéticos como ambientales1. Las OFCs se presentan 

en aproximadamente 1 de cada 700 nacidos vivos, las cuales se pueden clasificar como 

fisura labial aislada, fisura de paladar aislada y fisura labiopalatina tanto unilateral como 

bilateral2 (Figura 1).  Aproximadamente el 70% de las fisuras orofaciales son no 

sindrómicas con una contribución genética de 20 a 30%, siendo su etiología y patogénesis 

complejas y poco entendidas. Además, se han identificado entre 300 a 500 síndromes 

genéticos que son acompañados de OFC. Por otro lado, ciertos factores ambientales, como 

la exposición a teratógenos, pueden alterar el desarrollo embrionario normal y contribuir 

a la aparición de OFC3.  

 

  



 

 

Figura 1. Clasificación clínica de fisuras de labio y/o paladar 

(A) Estructuras labio-palatina normal. (a y e) muestra un tipo de fisura unilateral y bilateral del 
paladar blando, respectivamente. (b y f) muestra un tipo de fisura unilateral y bilateral de labio, 
respectivamente. (c y g) se muestran fisuras del labio y paladar primario unilateral y bilateral 
respectivamente. (d y h) muestran fisuras de labio y paladar de forma unilateral y bilateral, que 
involucran estructuras como labio superior, paladar blando y duro. (B) Imágenes clínicas de OFCs; 
(a y e) muestran micro formas de fisura de labio. (b) muestra fisura de labio unilateral. (c y d) 
muestran grados de fisura de labio y paladar unilateral y bilateral respectivamente. (f) muestra una 
fisura de paladar blando y (g) muestra una fisura completa de paladar (paladar blando y duro). 
(Modificado de Michael J. Dixon., et al., 2011).  



 

La etiología de las fisuras orofaciales es multifactorial, mostrando una interacción entre 

componentes genéticos y ambientales. Factores como estrés materno4, nicotina5, alcohol6, 

fármacos como fenitoína7, antiinflamatorios no esteroideos (AINES)8, deficiencias 

nutricionales9, edad extrema de los progenitores y agentes patógenos como bacterias, virus 

y protozoos aumentan el riesgo de OFC10. Existe además un alto riesgo de recurrencia 

familiar, lo que se traduce en una elevada probabilidad de que un rasgo presente en un 

miembro de la familia se manifieste en otros miembros de la familia en la misma o en 

posteriores generaciones. En parientes de primer grado se estima que el riesgo aumenta 

32 veces con relación a un individuo sin historial de OFC11. El rango de concordancia en 

gemelos monocigóticos es de 40-60%, en comparación con gemelos dicigóticos que es de 

un 3-5%, lo que destaca el componente genético de las OFCs11. 

 

Las OFCs son producidas por defectos en la fusión y/o extensión de las prominencias 

craneofaciales, por lo que se ha postulado que genes involucrados en dichos procesos son 

posibles candidatos en la etiología genética de las OFCs12. Durante el desarrollo 

embrionario, la morfogénesis de las estructuras craneofaciales se divide en varias etapas 

dentro de las cuales encontramos:  (i) inducción de la placa neural y formación del tubo 

neural13; (ii) migración celular desde la cresta neural hacia la región anterior de la cara 

que da lugar a la formación de los arcos faríngeos14 (Figura 2); (iii) proliferación y 

diferenciación de las células de la cresta neural (CCNs) a condrocitos comandando la 



 

extensión de las prominencias faciales, arcos faríngeos y el esqueleto craneofacial; (iv) 

luego estos procesos se fusionan con el tabique nasal medio para formar paladar y la úvula 

(días 50 a 60)15,16 y; (v) conformación de la cara mediante el crecimiento direccional del 

esqueleto17 (Figura 3). La coordinación temporal y espacial de estos eventos críticos es 

regulada por múltiples genes. Alteraciones en esta regulación, puede resultar en una 

incorrecta formación y unión de las estructuras del labio superior, alveolo y/o paladar 

primario, dando como resultado fisuras orofaciales.  

 

Figura 2. Etapas tempranas del desarrollo craneofacial en vertebrados 

(A) El desarrollo cráneo-facial se inicia con la inducción de las células de cresta neural (CCNs) y 
la formación del tubo neural, desde el pliegue neural emergen las CCNs, aquellas precursoras del 
esqueleto craneofacial se disponen entre los rombómeros y diencéfalo a lo largo del eje dorsal del 
tubo neural. (B) Posteriormente, estas células migran de forma estereotipada hacia los distintos 
arcos faríngeos en formación, dando origen a diferentes estructuras del esqueleto orofacial 
(modificado de Laura S. Gammill & Marianne Bronner-Fraser. 2003; Samantha A. Brugmann,. et 
al. 2006).  



 

 

 
Figura 3. Desarrollo de labio y paladar en humanos 

(a) Desarrollo de la prominencia frontonasal y de los procesos maxilares y mandibulares. (b) 
Formación de las cavidades nasales que desarrollarán los procesos nasales mediales y laterales. 
(c) Surgimiento de los procesos nasales mediales junto con los procesos maxilares para formar el 
labio superior y paladar primario. Los procesos mandibulares se unen para formar la mandíbula 
inferior. (d) El paladar secundario se desarrolla a partir del crecimiento bilateral externo de los 
procesos maxilares, los cuales crecen verticalmente hacia abajo de los costados de la lengua. (e) 
Los procesos palatinos se elevan horizontalmente sobre la lengua hasta unificarse. (f) La fusión 
de los procesos palatinos divide la cavidad oral de la nasal (modificado Michael J. Dixon., et al. 
2011). 
 

Entre los aspectos epigenéticos, se ha demostrado que la suplementación materna con 

folatos tiene un efecto protector contra las NSOFCs. Sin embargo, la prevalencia de 

fisuras orofaciales en Chile no ha disminuido a pesar de la fortificación con folato 

obligatoria de la harina de trigo desde el año 200019,20.  



 

Se han identificado variantes genéticas asociadas a genes candidatos responsables del 

metabolismo y transporte del folato en la población chilena, cuya alteración afecta 

procesos embrionarios críticos que estarían involucrados en la inducción de NSOFCs21,22. 

Sin embargo, su mecanismo de acción aún no ha sido descrito.  

 

3.2 El ácido fólico y su metabolismo 

El folato puede aparecer en diversas formas, pero es como dihidrofolato (DHF) como es 

ingerido principalmente23. El DHF llega al intestino en forma de poliglutamatos y allí, 

gracias a la acción del enzima folato hidrolasa que es activa a un pH de 7.524, es 

hidrolizado en la superficie del borde ciliado de las células de la mucosa intestinal y 

transformado en monoglutamatos25. El folato no excretado que permanece en el interior 

celular actúa como donante y receptor de unidades de un carbono, que son sintetizadas en 

la célula durante el metabolismo y serán transportadas de una reacción a otra en forma de 

derivados del folato26. Cuando el tetrahidrofolato (THF) llega al interior celular es 

transformado en 5-metiltetrahidrofolato -5-MTHF- gracias al enzima 5-MTHF 

reductasa27. El 5-MTHF se transforma nuevamente en THF y durante este proceso el 

aminoácido homocisteína emplea el protón expulsado en esta reducción enzimática para 

generar metionina. En esta reacción están implicados la enzima metionina sintasa junto 

con la vitamina B12 como coenzima26,28,29, en la denominada vía de la remetilación, que 

es parte del ciclo de la metionina y está conectada con el ciclo de los folatos30 (Figura 4).  



 

 

Figura 4. El Ácido Fólico, Metabolismo y Metilación. 

La 5,10-metilentetrahidrofolato es requerida para la síntesis de ácidos nucleicos, y la 5-
metiltetrahidrofolato es necesaria para la formación de metionina a partir de la homocisteína. La 
metionina, en la forma de donante de metilo S-adenosilmetionina (SAM), es esencial para muchas 
reacciones de metilación biológicas, incluyendo la metilación del ADN. La 
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una enzima dependiente de la riboflavina y FAD 
que cataliza la reducción de la 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato. SAM; S-
adenosilmetionina, SAH, 5-adenosilhomocisteína; THF, Tetrahidrofolato. (Tomado de Iridoy et 
al., 2017). 
 

La importancia de la metionina en parte se debe a su papel en el proceso de la metilación, 

que consiste en la unión de grupos metilo (-CH3) a determinadas moléculas como el ADN. 

En las células eucariotas, los patrones de metilación son específicos de cada tejido y están 

distribuidos en las islas CpG, que son regiones del ADN donde se concentra un gran 

número de citosinas (C) unidas por un enlace fosfato (p) a guaninas (G)31,32. En el genoma 

de los mamíferos, aproximadamente el 70% de las islas CpG están metiladas33,34. Las 



 

zonas metiladas no son reconocidas por los factores de transcripción, lo que implica que 

los genes regulados por estas regiones no son expresados31,35. Esto permite que la 

metilación del ADN modifique la expresión génica sin alterar la secuencia del material 

genético, mecanismo conocido como epigenética36. Los patrones de metilación en las 

células somáticas son generalmente estables y heredables, sin embargo, son 

reprogramados ampliamente en las células germinales y durante el desarrollo embrionario 

temprano, siendo la metilación de novo particularmente activa en estos estadios. El patrón 

de metilación de los gametos es borrado por una desmetilación generalizada cerca del 

estadio de 8 células. A partir de entonces, la metilación del ADN adquiere patrones 

específicos durante el desarrollo embrionario35. Este mecanismo epigenético durante el 

desarrollo embrionario regula la expresión de múltiples vías genéticas que comandan en 

forma temporal y espacial los distintos procesos de morfogénesis que dan origen a las 

diferentes estructuras, entre ellas las craneofaciales36. 

 

3.3 El ácido fólico y las fisuras labiopalatinas 

La relación entre las CCNs y los niveles de folato es de particular interés debido al papel 

crítico de estas en el desarrollo embrionario de estructuras craneofaciales. Las CCNs son 

especialmente susceptibles a deficiencias de folato debido a su alta tasa de división y su 

papel en procesos críticos como la gastrulación y neurulación37. Esto, a su vez, puede 



 

resultar en defectos del tubo neural y está potencialmente vinculado con la aparición de 

NSOFCs.  

Por otro lado, la suplementación con ácido fólico antes y durante las primeras etapas del 

embarazo, ha demostrado tener un efecto protector, reduciendo la incidencia de NSOFCs. 

Este efecto protector se atribuye a la capacidad del folato de asegurar la disponibilidad de 

recursos metabólicos necesarios para un desarrollo celular óptimo y para la prevención de 

anomalías en las etapas críticas del desarrollo embrionario 38,39,40.  

Se describen alrededor de 50 genes que codifican productos involucrados en el 

metabolismo y transporte del folato, transferencia de grupos metilo al ADN, histonas y 

otras proteínas y que presentan variantes asociadas a riesgo de OFC41. Uno de los genes 

más estudiados en este contexto es el que codifica para la enzima 5,10-

metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR). En el gen codificante de esta enzima se ha 

descrito un polimorfismo que implica la sustitución de una citosina por una timina en la 

posición 677 del ADN, lo que conduce a un cambio en el aminoácido 222 de la enzima, 

de alanina a valina (Ala222Val)42. Esta variante de la enzima muestra una actividad 

reducida, lo que se traduce en bajos niveles plasmáticos de folato y elevados niveles de 

homocisteína en individuos con el genotipo TT43. Dos meta-análisis han evaluado la 

relación entre los genotipos maternos de esta variante y OFC no sindrómicas, mostrando 

una asociación significativa para las madres que portan el genotipo TT45.46. Además, la 

interacción materna entre los genotipos MTHFR c.677C>T y la ingesta materna de folatos 



 

se ha demostrado en el riesgo de OFC47. Según la población y el polimorfismo estudiados, 

los datos indican la existencia de una relación de esta variante de la enzima y la aparición 

de las OFC48. 

 

Karas N, et al.49, postularon mediante un enfoque de gen candidato, 9 genes involucrados 

en el metabolismo y transporte del folato asociados a riesgo de OFC, los cuales fueron 

descritos mediante text y data mining usando herramientas bioinformáticas. Los 

polimorfismos encontrados fueron para el transportador de folato reducido (SLC19A1), 

la folil poliglutamato sintasa (FPGS), el dihidrofolato reductasa (DHFR), la N-

metiltransferasa de glicina (GNMT), la metilentetrahidrofolato deshidrogenasa 1 

(MTHFD1), MTHFR, la metionina sintasa reductasa (MTRR), la betaína-homocisteína 

metiltransferasa (BHMT), la glicina N-Metiltransferasa (GNMT) y los genotipos de ADN 

(citosina-5-) -metiltransferasa 3 beta (DNMT3B), en los cuales se confirmó que los 

genotipos variantes de GNMT aumentan el riesgo de OFC. Sin embargo, no está claro 

cómo la activación o silenciamiento de estos genes podría afectar el desarrollo 

craneofacial y la formación del paladar. 

 

Además del ciclo mencionado, se ha descrito un proceso menos conocido llamado “ciclo 

inútil” o ciclo fútil de folato citoplasmático50. Aunque este proceso no parece ser la fuente 

principal de folatos para la síntesis de S-adenosil-metionina (SAM), esta vía parece ser 



 

importante para el mantenimiento del metabolismo del folato/un carbono51, especialmente 

en etapas de altas tasas de proliferación, como en el desarrollo embrionario y del cáncer52. 

El ciclo fútil del folato incluye la conversión de 5-formiltetrahidrofolato (5-FTHF) en 

5,10-meteniltetrahidrofolato (5,10-CH-THF) por 5,10-meteniltetrahidrofolato sintetasa 

(MTHFS) en presencia de ATP. El 5,10-CH-THF se convierte a su vez en 5-FTHF por la 

serina hidroximetiltransferasa citoplasmática (SHMT1)53. Además, SHMT1 

citoplasmática cataliza la conversión reversible de tetrahidrofolato (THF) en 5,10-CH2-

THF (5,10-metilen-THF) en una reacción en la que la serina se sintetiza a partir de la 

glicina (Figura 5). THF es un cofactor para enzimas involucradas en la síntesis de purinas 

y en una ruta de múltiples pasos se convierte en 5-MTHF53. Se ha detectado una 

microdeleción de la región cromosómica que contiene el gen codificante MTHFS en un 

paciente con labio leporino y paladar hendido, entre otros defectos craneofaciales7. 

Además, un SNP de este gen se ha asociado con el riesgo de OFC en una población de 

ascendencia mexicana en Estados Unidos41. Mientras tanto, el gen SHMT1 (17p11.2) 

codifica la enzima SHMT citoplasmática, compuesta de 483 residuos.  

 
 



 

 

Figura 5. Ciclo futíl del folato 

5-formiltetrahidrofolato (5-formilTHF); meteniltetrahidrofolato sintetasa (MTHFS); 
meteniltetrahidrofolato (metenilTHF); 5,10-metilenetetrahidrofolato (metilenTHF); serina 
hidroximetiltransferasa citosólica (cSHMT); tetrahidrofolato (THF) (Girgis et al., 1998).  
  



 

3.4 El pez cebra como modelo para explorar el efecto en el desarrollo orofacial de 

genes del metabolismo del folato/un carbono  

 

Para determinar cómo las mutaciones en genes particulares influyen en el riesgo de 

NSOFC, ha sido ampliamente utilizado el modelo de ratón, debido a la clara similitud de 

la anatomía craneofacial humana y murina. Sin embargo, la formación de paladar ocurre 

en una etapa de desarrollo del ratón que es inaccesible para el observador. Además, 

mientras que la mayoría de los modelos murinos de OFC involucran el paladar secundario, 

en los humanos las fisuras que involucran el labio y el paladar son más comunes que las 

de paladar aislado54. El pez cebra resulta un modelo alternativo para abordar estudios de 

los mecanismos genéticos y celulares que producen las OFC, ya que recientemente se ha 

validado que la morfogénesis de las estructuras orofaciales de pez cebra son comparativas 

con la de los humanos55.  

 

En los mamíferos, el paladar primario se forma a partir de los procesos frontales y el 

paladar secundario de los crecimientos mediales de las prominencias maxilares que se 

elevan y fusionan por encima de la lengua56, lo mismo ocurre en el pez cebra, donde el 

techo de la orofaringe es la placa etmoidal formada por la convergencia de las 

prominencias frontonasales con las prominencias maxilares; posteriormente, la placa 

etmoidal se une al neurocráneo, que forma la base del cráneo55,57,58 (Figura 6).  



 

 

Una variedad de genes implicados en el programa palatogénico murino y humano son 

expresados en estructuras craneofaciales análogas en embriones de pez cebra entre las 36 

y las 48 horas posteriores a la fecundación (hpf), lo que sugiere que este programa se 

conserva entre peces y mamíferos59 (Tabla 1, Figura 7). De aquí en adelante nos referimos 

a la placa etmoidal de pez cebra como el paladar.  Las ventajas experimentales del pez 

cebra como organismo modelo incluyen su desarrollo externo, la facilidad de 

manipulación de genes y su menor costo de mantención en relación a otros modelos como 

el murino. Además, en los animales transgénicos, las CCNs craneal pueden marcarse 

fácilmente con colorantes foto convertibles, lo cual es de particular uso en el estudio del 

desarrollo craneofacial, ya que la mayoría de los huesos de la cabeza se derivan de la 

cresta neural60,61,62. Estas características han llevado a los investigadores a emplear este 

modelo para explorar las funciones de desarrollo de los genes implicados en las formas 

sindrómicas y no sindrómicas de la OFC, analizar las funciones de variantes encontradas 

en pacientes y evaluar la especificidad tisular de los potenciadores que albergan variantes 

no codificantes asociadas con NSOFCs63. 

 



 

 
 

Figura 6. Visualización de estructuras craneofaciales de pez cebra 

 
(A) Vista ventral de estructuras orofaciales de un pez cebra wild-type de 96 hpf teñidas con azul 
de Alcian; Arco de la mandíbula (arco 1), cartílago de Meckel (m); palato cuadrado (pq); arco 
hioides (arco 2), ceratotil (ch) y los cinco arcos branquiales posteriores (3-7) (Thomas F. 
Schilling., et al. 2009).  
 

La versatilidad del pez cebra para manipular vías genéticas, evaluar efectos de fallas en 

genes candidatos y de visualizar los defectos mediante imagenología, entre otras ventajas, 

lo convierten en un excelente modelo para abordar el estudio de las variantes genéticas 

del metabolismo del folato asociadas al riesgo de NSOFCs64. 

  



 

Tabla 1 

Principales genes involucrados en el desarrollo cráneo-facial del pez cebra 

Familia de 
genes o 

Gen 

Evento morfogenético cráneo-facial 

en pez cebra 

Porcentaje de 
identidad con los 
genes humanos 

(%) 

Ref. 

Familia hox  -Identidad de las CCNs que migran al 
primordio facial 

-Patrón anteroposterior de los arcos 
faríngeos 

72 (hoxa2) y 49 
(hoxb2) 

Paul A Trainor., et 
al. 2001; David 
Chamber., et al. 

2002 

Familia dlx  -Patrón dorso-ventral de los arcos faríngeos 68 (dlx2a) Steven M. 
Sperber., et al. 

2008, 66 

shh -Patrón de movimientos morfogenéticos 
medio-lateral cráneo-faciales  

-Condrogénesis (condensación y 
proliferación de CCNs en primordio facial) 

-Palatogénesis 

 

 

73 

Johann K. 
Eberhart., et al. 

2006, Wada N., et 
al. 2005 

Familia bmp  -Patrón de destino ventral del esqueleto 
craneofacial 

-Palatogénesis 

65 (bmp2a) y 71 
(bmp4) 

Alexander C., et al. 
2011 

sox9 -Condrogénesis (diferenciación de CCNs a 
condrocitos) 

77 Yan YL., et al. 
2005 

sox10 -Inducción y especificación de las CCNs 61 Paola Betancur., et 
al. 2009 

col2a1 -Condrogénesis (formación de matriz del 
cartílago) 

83 Kontusaari S., et 
al. 1991 

gsxe -Patrón de destino dorso-ventral intermedio 
cráneo-facial  

55 Alexander C., et al. 
2011 



 

gsc -Patrón de destino ventral e intermedio 
cráneo-facial 

71 Monica Dixon Fox., 
et al. 2009 

edn1 -Patrón de destino ventral cráneo-facial  37 Clouthier DE., et 
al. 2010 

Familia wnts -Crecimiento dirigido del esqueleto 
craneofacial 

73 (wnt5a) y 76 
(wnt5b) 

Eugene Curtin., et 
al. 2011 

 

Tabla 1. Se muestran los genes más relevantes del desarrollo orofacial del pez cebra, los eventos 
morfogenéticos en los que participan y su porcentaje de identidad con sus ortólogos en humano.



 

 

 

Figura 7. Línea temporal del desarrollo cráneo-facial del pez cebra 

Se muestran las etapas morfogenéticas ocurridas durante el desarrollo cráneo-facial del pez cebra. (A) Alrededor de las 10 hpf las 
células de la cresta neural (CCNs, en verde) son especificadas y comienzan a migrar (fecha). (B) Poblaciones diferenciales de 
CCNs, localizadas a lo largo del eje antero-posterior del cerebro medio y posterior, (A: estructuras verdes indicadas por la flecha). 
Para posteriormente migrar de forma estereotipada hacia los distintos arcos branqueales (B) desde las 12 hpf. Una vez que las 
CCNs llegan al primordio facial, ocurre la especificación del patrón anterior-posterior (A-P) de los arcos branqueales, dando 
origen a las estructuras pre-mandibulares (flechas amarillas), mandíbula (flecha roja), arco hioides (flecha verde) y los arcos 
faríngeos (flechas azules). (C) Luego de la formación del patrón A-P, entre las 24-30 hpf tiene lugar la especificación del patrón 
Dorso-Ventral (D-V), comandada por la expresión diferencial, dentro del eje D-V de los arcos faríngeos de la familia de genes 
dlx (distintas tonalidades de púrpura). Posteriormente, se inicia la condrogénesis, (32 hpf en adelante), que incluye la 
diferenciación a condrocitos, depósito de matriz extracelular, y (D-E) el crecimiento direccionado de las estructuras orofaciales, 
entre otros procesos (rojo: cartílago mandibular; azúl: cartílago hioides; púrpura: neuro-cráneo; verde: arcos branqueales;). (F) 
Finalmente, la formación del hueso comienza a partir de las 96 hpf (tinción doble de cartílago [azúl] - hueso [rojo]) (Adaptado de 
Szabo-Rogers., et al. 2010; Talbot JC., et al. 2012; Gammill & Bronner-Fraser. 2003; Knight RD. 2006).



 

Se ha demostrado una estrecha relación entre las NSOFCs con el estado materno del 

metabolismo del folato, donde una deficiencia de este nutriente está asociado a un 

aumento del riesgo de OFC. Los folatos están involucrados en procesos fundamentales 

para el desarrollo embrionario temprano normal, como la metilación del ADN, como 

mecanismo epigenético del control de la expresión génica y la diferenciación celular. Se 

han identificado alrededor de 50 genes relacionados con el transporte y metabolismo del 

folato, sin embargo, su mecanismo y asociación con las NSOFCs sigue siendo incierto. 

Por lo tanto, el propósito de este estudio es entregar información relevante sobre la 

etiología de las fisuras orofaciales mediante la identificación de las variantes genéticas 

relacionadas con el metabolismo y transporte del folato/un carbono asociadas a fisuras 

NSOFC, que sirva de guía para futuras investigaciones que apunten a la prevención y/o 

posibles intervenciones en sujetos que presentan un alto riesgo para este tipo de 

malformaciones.   

 

 

 

 

 

 

 



 

4 HIPÓTESIS 

 
Variantes de genes involucrados en el transporte y metabolismo del folato/un carbono 

están asociadas al riesgo de NSOFC en la población chilena y presentan un efecto en el 

desarrollo embrionario de las estructuras orofaciales del pez cebra que se traduce en un 

fenotipo de OFC. 

 

5 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la presencia de asociación entre variantes genéticas involucradas en el transporte 

y metabolismo del folato/un carbono y las NSOFC en la población chilena y su posible 

rol en el desarrollo craneofacial en pez cebra.  

 

6 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la presencia de asociación entre variantes polimórficas de genes del 

metabolismo y transporte del folato/un carbono y NSOFCs en la población chilena 

en un estudio de casos y controles. 

2. Predecir el efecto de las variantes asociadas a NSOFCs en genes candidatos 

involucrados en el metabolismo del folato/un carbono mediante herramientas 

bioinformáticas y anotaciones funcionales en bases de datos. 

3. Evaluar el efecto de la enzima relacionada a OFCs en el desarrollo orofacial del 

pez cebra (Danio rerio) mediante un ensayo de inhibición enzimática. 



 

7 MATERIAL Y MÉTODOS 

 

7.1 OBJETIVO 1 

7.1.1 Análisis de Asociación Genotipo-Fenotipo 

Los SNPs (single nucleotide polymorphisms) analizados, corresponden a variantes de 

genes del transporte y metabolismo del folato, se seleccionaron del archivo de manifiesto 

de la matriz GSA que contiene 600.000 SNPs en una muestra de 247 casos y 481 controles. 

Para dicha selección se usaron los siguientes criterios: (1) SNPs ubicados 5 kb río arriba 

del sitio de inicio de la transcripción y 5 kb río abajo el triplete de detención de acuerdo 

con el ensamblaje GRCh37 del genoma humano; (2) frecuencia de alelo menor (MAF) 

menor a 0.05; (3) que no estén en desequilibrio de ligamiento (LD) (r2> 0.8) con otros 

SNP contenidos en el array; y (4) que no se aparten del equilibrio de Hardy-Weinberg 

(HWE) en la población estudiada (p <0.05). La aplicación de estos filtros se realizó 

utilizando PLINK versión 1.9 (genetic tool-set) (http://www.cog-genomics.org/plink/ 

1.9/). El uso de estos datos genéticos está aprobado por la Comité Ético Científico de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Protocolo # 2017/07) y todos los 

participantes o sus representantes legales dieron su consentimiento informado por escrito.  

 



 

7.1.2 Análisis estadístico 

El procesamiento del conjunto de genotipos y los análisis estadísticos se realizó utilizando 

PLINK 1.9. Se realizó un análisis de regresión logística para evaluar la asociación de SNP 

bajo los modelos alelo (aditivo), dominante y recesivo. La prueba exacta de Fisher se 

utilizó para comparar la distribución del genotipo entre casos y controles. Se realizó el 

análisis de componentes principales. Los componentes principales 1 y 2 se incluyeron en 

los análisis de regresión logística como covariables para obtener valores de p ajustados 

para la estratificación de la población. La tasa de descubrimiento falso (FDR) se utilizó 

como método de corrección por comparaciones múltiples. El límite del valor p ajustado 

por FDR (valor q) es de 0,05.  

 
 
 
 
 
 
  



 

7.2 OBJETIVO 2 

 
7.2.1 Análisis funcional de las variantes genéticas del metabolismo del folato/un 

carbono mediante herramientas bioinformáticas  

Utilizamos herramientas bioinformáticas para predecir el efecto funcional de las variantes 

con resultados significativos en el objetivo 1, para así, ser seleccionadas para su 

evaluación en el objetivo 3.  

Se realizó un análisis funcional usando HaploReg para explorar anotaciones de las 

variantes no codificantes con potencial efecto en la regulación de la expresión génica 

mediante marcas epigenéticas. Para predecir el efecto de cómo una sustitución de 

aminoácidos afecta la función de la proteína, utilizamos SIFT SCORE y PolyPhen-2 

score. Se realizó un análisis de la asociación de una variante con la expresión génica 

usando la plataforma GTEx (Genotype-Tissue Expression). Se utilizó Human Splicing 

Finder para la detección de elementos intrónicos y exónicos y Transfac, para el potencial 

efecto de una variante sobre sitios de unión de factores de transcripción, así como la 

regulación transcripcional. 

 

  



 

7.3 OBJETIVO 3  

 
7.3.1 Líneas de peces cebra y mantención 

Se utilizaron las líneas de pez cebra wild type Tübingen (WT TU). Estos son mantenidos 

en el bioterio/acuario del LEO Lab del ICBM, Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile, acorde a metodologías estándar76. Los embriones se obtuvieron por desove natural 

y se mantuvieron en medio E3 en una incubadora a 28°C, según protocolos establecidos75.  

 

7.3.2 Ensayo de inhibición tardío de la enzima SHMT1 en el pez cebra 

Para este ensayo se utilizaron embriones en estadío tardío (28-30 horas posteriores a la 

fertilización (hpf)) del desarrollo, en los cuales se inhibió la función de la enzima shmt1 

durante la etapa de la condrogénesis (30-48 hpf) del desarrollo craneofacial82-85.  

Cuando los embriones WT TU alcanzaron el estadío necesario para comenzar el ensayo, 

fueron decorionados mediante fórceps Dumont n°5, y traspasados a una placa de 24 

pocillos (10 a 12 embriones por pocillo), se eliminó el medio E3 1X de cada pocillo y se 

le agregó la solución del inhibidor a una concentración de 100, 200, 400, 800 µM y 1 mM 

disuelta en 1 mL de medio E3 1X estéril preparada a partir de una solución stock de SHMT 

Hit1 de 200 mM/dimetilsulfóxido 0,5% (Sigma, Aldrich) y se agregó a cada pocillo en 

condiciones protegidas de la luz, ya que este compuesto es fotosensible. Las placas se 

incubaron a 28,5ºC durante toda la noche. Como control, se utilizó dimetilsulfóxido 

(DMSO) 0,5% en medio E3 1X que es el disolvente apolar del inhibidor. Los ensayos de 



 

inhibición se realizaron en triplicado para el inhibidor y para el control82. Al día siguiente 

se eliminó el medio E3 1X con el inhibidor y el DMSO, realizando 4-5 lavados con medio 

E3 1X estéril para eliminar por completo el inhibidor de los pocillos. Para finalizar, al 

medio E3 1X de recambio se le agregó 1-phenyl 2 thiourea (PTU) y las larvas se dejaron 

incubando hasta los 4,5 días post fertilización (dpf) para realizar el análisis de fenotipo. 

 

7.3.3 Análisis del fenotipo craneofacial en embriones de pez cebra en presencia del 

inhibidor de la enzima shmt1 

Para describir el fenotipo craneofacial se utilizó la tinción de Azul de Alcian libre de ácido 

para visualizar las estructuras cartilaginosas67. Los experimentos de tinción de alcian se 

realizaron en embriones de 4,5 dpf, las cuales fueron eutanasiadas por tricaína al 1% y 

fijadas en paraformaldehído (PFA) 4%67. Posterior a la realización de la tinción de 

cartílago, los embriones fueron disectados mediante fórceps Dumont nº5 y microsurgical 

knife 15°, 5.0mm (Depth Green), y fueron montados en un portaobjetos con glicerol 100% 

para su visualización. La captura de imágenes se realizó bajo un microscopio Nikon 

Eclipse 80i con el objetivo 10x y 40x, utilizando una cámara fotográfica Nikon Digital 

Sight DS-Fi1, vinculada al software NIS-Elements F3.0. Las imágenes fueron procesadas 

mediante el software ImageJ (NIH, Boston, MS, EE. UU.). Para el análisis cefalométrico 

se midieron tres puntos de interés: el ángulo entre el ceratotil y el punto de la línea media 

de la unión del ceratotil posterior con el basihial; la longitud del etmoides (punto de la 



 

línea media anterior proximal y posterior distal del etmoides); y la longitud del ceratotil 

(punto más lateral derecho e izquierdo del ceratotil y la unión antero-lateral derecha e 

izquierda del ceratotil con el basihial)70. Para el análisis de la relación entre el tamaño de 

la cabeza y el tamaño del cuerpo se midió el tamaño de la cabeza y el largo total de cada 

individuo en todos los grupos. El tamaño de la cabeza se midió desde el extremo 

anterior/medio del cartílago de Meckel hasta el extremo posterior medial del 7º arco 

faríngeo, mientras que el largo total se midió desde el extremo más anterior/medial de la 

cabeza hasta la cola. Los datos se obtuvieron midiendo 6 embriones por condición 

experimental para el análisis de las estructuras craneofaciales y 20 embriones para el 

análisis alométrico. 

 

7.3.4 Análisis Estadístico 

El análisis de datos de las mediciones de las estructuras craneofaciales se realizaron 

mediante la prueba no paramétrica Mann-Whitney (OriginPro8 Software), un p< 0.05 fue 

considerado como significativo. 

 

Para el análisis de la relación alométrica se realizó una regresión lineal, la cual se ajustó 

para cada grupo por separado, utilizando el tamaño de la cabeza como variable 

independiente y el largo total como variable dependiente. La relación entre los grupos se 

realizó mediante la comparación de las pendientes de los grupos para determinar si existe 



 

una diferencia significativa entre la relación alométrica en el grupo control y el grupo 

tratado con la inhibición de la enzima shmt1. 

 

  



 

8 RESULTADOS 

 

8.1 Análisis de Asociación genotipo-fenotipo 

Se reclutaron un total de 247 casos de OFCs no sindrómicos y 481 controles sanos. Se 

analizaron los genes relacionados al metabolismo y transporte de folato/un carbono donde 

se encontró que el SNP rs1979277 dentro del gen SHMT1 está asociado con el fenotipo 

de OFC en el modelo alélico o aditivo (OR 0,61; IC 95% 0,43–0,88; p = 0,0071; q = 

0,04756) (Tabla 2). Este resultado es consistente con el estudio publicado anteriormente 

realizado en una muestra de 139 casos y 278 controles de población chilena51. Decidimos 

seleccionar este SNP ya que tiene evidencia de ser funcional sobre la actividad de la 

enzima79. La evidencia de la funcionalidad de esta variante se basa en estudios que han 

demostrado cómo esta variante genética altera la actividad de la enzima SHMT1. Estos 

estudios han indicado que el SNP rs1979277 resulta en un cambio aminoacídico que afecta 

directamente la eficiencia catalítica de la enzima, influyendo así en el metabolismo del 

folato y posiblemente en el riesgo de OFC80,85,86.  



 

 
Tabla 2 

Asociación alélica (aditiva) entre SNPs en genes implicados al metabolismo y transporte de folato/un carbono y NSCL/P en 

una población chilena 

Cromosoma SNP Posición 
(PB) 

Alelo de 
riesgo 

OR Límite superior Límite inferior P P-FDR GEN 

17 rs1979277 18232096 A 0.6138 0.4303 0.8755 0.007058 0.04756   SHMT1 

10 rs780807 16948177 T 0.5638 0.4058 0.7833 0.000636 0.4161  CUBN 

12 rs117181530 117868532 C 2.559 1.466 4.469 0.000952 0.4161 NOS1 

17 rs7946 17409560 C 1.741 1.226 2.472 0.001947 0.438 PEMT 

17 rs4646409 17410053 T 1.643 1.199 2.252 0.002005 0.438 PEMT 

21 rs76668025 44475289 T 6.976 1.927 25.25 0.003078 0.5381 CBS 

10 rs10904883 17175484 A 0.6306 0.4587 0.867 0.00453 0.6599 CUBN 

10 rs1801228 17088006 G 3.068 1.371 6.87 0.0064 0.6992 CUBN 

21 rs118127630 46940657 A 7.531 1.587 35.75 0.01105 0.8407 SLC19A1 



 

 

8.2 Análisis funcional de las variantes genéticas del metabolismo del folato/un 

carbono mediante herramientas bioinformáticas  

Según dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), la variante rs1979277 está ubicada en 

el cromosoma 17 en la posición 18232096 pb correspondiente al exón 12 del gen humano 

SHMT1 y la sustitución G > A resulta en un cambio de leucina a fenilalanina y se traduce 

como una variante sin sentido (p.Leu474Phe, número de acceso NP_004160.3). En la 

figura 8 se observa la visualización 3D de la enzima y el sitio de la mutación. La 

herramienta LDlink (https://ldlink.nci.nih.gov/) indicó que este SNP no está en 

desequilibrio de ligamiento (LD) (r2 > 0.8) con otras posibles variantes funcionales. Según 

la puntuación SIFT (0,03) y PolyPhen-2 (0,00) se predice que esta mutación es 

BENIGNA.  Sin embargo, estudios previos han sugerido que esta variante podría tener 

efectos funcionales más allá de los que indican estas puntuaciones bioinformáticas98,99. 

Además, de acuerdo con la información de la base de datos GTEx, hemos encontrado que 

la variante rs1979277 se asocia con la disminución de la expresión del gen SHMT1 en los 

arcos faríngeos. Esta información complementa las predicciones bioinformáticas y apoya 

nuestra elección de esta variante para realizar el análisis experimental. 

 



 

 

Figura 8. Enzima SHMT1 Humana 

Visualización 3D de la enzima SHMT1 humana con el sitio de la mutación marcado en rojo. 
 

8.3 Análisis del fenotipo en embriones de pez cebra de las variantes genéticas del 

metabolismo del folato/un carbono 

Para investigar un posible papel de SHMT1 en la morfogénesis orofacial, utilizamos 

ensayos de inhibición de la enzima en líneas de pez cebra wild type Tübingen acorde con 

protocolos previamente establecidos70,82. Con el objetivo de determinar la concentración 

adecuada del inhibidor para obtener defectos en la morfogénesis craneofacial, se realizó 

una estandarización del ensayo de inhibición, utilizando inicialmente, concentraciones del 

inhibidor de SHMT Hit 1 de 2 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM y 100 µM. Se realizaron 

2 pruebas con esta curva de concentraciones y no se obtuvo efectos en el desarrollo 

craneofacial. Por ello, aumentamos las concentraciones a 100 µM, 200 µM, 400 µM, 800 

µM y 1 mM. Los criterios para obtener una dosis óptima de inhibidor fueron: (i) no inducir 



 

mortalidad y/o necrosis y (ii) obtener un fenotipo de OFC similar a los descritos en la 

literatura79.  

 

Utilizando concentraciones desde 100 µM del inhibidor, se obtuvo leves cambios en la 

morfología craneofacial, observándose un acortamiento discreto en los cartílagos 

etmoides y ceratotil y un leve aumento en el ángulo entre el cartílago ceratotil y el basihial 

(figura 9G-I). Estos cambios son dosis dependiente, ya que se hacen más evidentes a 

medida que se aumenta la concentración del inhibidor. La tasa de mortalidad en los 

embriones a estas concentraciones de inhibidor fue nula y no se observó necrosis. En los 

embriones tratados con el inhibidor a una concentración de 1 mM mostraron cambios 

fenotípicos significativos. Se observó un moderado acortamiento del neurocráneo anterior 

resultando en una hendidura. El acortamiento de la placa etmoidal es particularmente 

relevante, ya que constituye un fenotipo indicativo de OFC55,57,59. Esta alteración es 

importante, ya que este fenotipo es producido por el acortamiento de los procesos 

palatinos (figura 9K, asterisco). El análisis del esqueleto de la mandíbula mostró un 

acortamiento del cartílago ceratotil (figura 9L). Además, tanto el cartílago de Meckel 

como el palatocuadrado exhibieron una tinción homogénea con azul de alciano, sugiriendo 

la conservación de su integridad y la forma de la estructura. En contraste, en los controles 

tratados con vehículo DMSO 0,5 % a 4,5 dpf, la tinción con azul alcian reveló un esqueleto 

cartilaginoso craneofacial normal respecto a su largo y forma (figura 9D-F).  



 

 

El análisis morfométrico de las estructuras orofaciales mostró una disminución 

significativa de la longitud del etmoides (p=0.0022) y del cartílago ceratotil (p=0.0022), 

mientras que el ángulo formado en el cartílago ceratotil con el basihial (p=0,03) en el 

grupo de concentración de 1 mM de inhibidor presenta un aumento significativo (figura 

9L). Estos hallazgos muestran un acortamiento de las estructuras orofaciales inducido por 

la inhibición de la enzima shmt1. Los resultados sugieren que la inhibición en la función 

de shmt1 en la fase post migratoria de las células de la cresta neural, durante la 

condrogénesis (30-48 hpf), se puede traducir en defectos de la morfología normal del 

esqueleto cartilaginoso, lo que incluye OFC68. Las malformaciones morfológicas 

orofaciales observadas, se pueden interpretar en el pez cebra como diversos grados de 

OFC, ya que, tanto el acortamiento de la placa etmoidal (análogo del paladar en 

mamíferos) y del cartílago ceratotil, así como el aumento del ángulo formado entre el 

cartílago ceratotil y el basihial representan fisuras orofaciales en este modelo55,59. 



 

  

 

Figura 9. Inhibición de shmt1 en pez cebra 



 

Vistas de la tinción con azul alcián de las estructuras orofaciales del pez cebra a 4,5 dpf: dorsal 
(neurocráneo) (A, D, G, J); ventral (viscerocráneo) (B, E, H, K); lateral (C, F, I, L), anterior a la 
izquierda. Grupo Control (A–C): elementos cartilaginosos normales de estructuras craneofaciales 
cartilaginosas compuestas por elementos maxilares (etmoides y trabéculas), mandíbula (cartílago 
de Meckel y palatocuadrado, arco hioides, ceratotil) y arcos branquiales posteriores (3–7). Control 
DMSO 0,5% (D–F): Estructuras orofaciales normales. No se observan cambios morfológicos en 
los elementos cartilaginosos. Grupo Inhibidor 100 µM (G-I): Se observa un leve acortamiento del 
etmoides y del cartílago ceratotil. Además, se evidencia un aumento del ángulo conformado por 
el cartílago ceratotil y basihial. No se observan cambios morfológicos en los elementos 
cartilaginosos del viscerocráneo. Grupo Inhibidor 1 mM (J-L): Se observa una disminución 
significativa de la longitud de etmoides y cerarotil (p=0,0022), un aumento significativo del ángulo 
conformado por el cartílago ceratotil y basihial (p=0,03). Se observa acortamiento de los 
elementos del viscerocráneo. Los gráficos muestran la longitud de la placa etmoidal de los 
embriones con el inhibidor y los embriones del grupo control, la longitud del cartílago ceratotil de 
los embriones con el inhibidor y los embriones del grupo control y del ángulo conformado por el 
cartílago ceratotil y basihial (M-O: n=6 por condición). (Abreviaciones: et, etmoides; t, trabécula; 
cartílago de Meckel; pq, palatocuadrado; c, ceratotil; pa, arcos faríngeos; pb, placa basal). Barra 
de escala 100 µm. 
 
Los resultados observados respecto a la disminución de la longitud de las estructuras 

craneofaciales luego de la inhibición de la enzima shmt1, podrían también explicarse por 

un efecto de la disminución de la longitud total del cuerpo de los embriones. Para descartar 

esta posibilidad, comparamos la longitud de la cabeza con la longitud total del cuerpo de 

los embriones, entre el grupo control y los grupos tratados (Figura 10). Se realizó un 

análisis de regresión lineal para analizar la relación alométrica entre el tamaño de la cabeza 

y el largo total en cada grupo (n=20). El análisis de alometría realizado explora la relación 

entre la longitud de la cabeza y la longitud del cuerpo del pez cebra en las diferentes 

concentraciones del inhibidor de la enzima shmt1. La regresión lineal se ajustó para cada 

grupo por separado, utilizando el tamaño de la cabeza como variable independiente y el 

largo total como variable dependiente. Una vez que se ajustaron las regresiones lineales 

para cada grupo, se compararon las pendientes de las dos líneas para determinar si existe 



 

una diferencia significativa entre la relación alométrica en el grupo control y el grupo 

tratado con la inhibición de la enzima shmt1 (Figura 11).  

 

 

Figura 10. Morfología de las estructuras cartilaginosas del pez cebra a 4.5 dpf. 

Vistas de la tinción de azul de alcian en pez cebra en DMSO 0,5% (A-D), 100 µM (E-H), 1 mM 
(I-L), anterior a la izquierda. Grupo Control (DMSO 0,5%): (A) Vista dorsal del pez cebra 
completo. La imagen muestra la longitud total del organismo, desde la punta de la boca hasta la 
base de la cola. (B) Vista lateral del pez cebra completo. (C) Vista lateral de la cabeza del pez 
cebra. (D) Vista dorsal de la cabeza del pez cebra. No se observan cambios morfológicos en los 
elementos cartilaginosos (A-H). Grupo Inhibidor 1 mM (I-L): Se observa un leve cambio 
morfológico no significativo en los elementos cartilaginosos del cuerpo del pez cebra. Se observa 
una disminución significativa en el tamaño de la cabeza en las vistas lateral y dorsal (p=0.002). 
Barra de escala 100 µm. 
 



 

 

 

Figura 11. Gráfico de Alometría entre la cabeza y el cuerpo del pez cebra 

Relación entre el log10 de la longitud total del pez cebra y el log10 de la longitud de la cabeza en 
el grupo control (DMSO 0,5%) y los grupos tratados con el inhibidor (100 µM, 1 mM). p= 0.6, 
0.653, 0.707 en los grupos DMSO 0,5%, 100 µM y 1 mM, respectivamente. 
 

Las ecuaciones alométricas, pendiente y valor de R2 obtenidos se muestran en la Tabla 3. 

 
Tabla 3 

Análisis de alometría 

Grupo Ecuación Pendiente R2 

DMSO 0,5% Y=0,072*X + 2,6 0,072 0,016 
100 µM Y= -0,051*X + 3,1 -0,051 0,011 
1 mM Y= 0,069*X + 2,4 0,069 0,008 

 
 
Donde "Y" es la longitud de la cabeza y "X" es la longitud del cuerpo. Valores de Pendiente y R2 

para los grupos DMSO 0,5%, 100 µM y 1 mM, respectivamente.  
 



 

La pendiente calculada en cada grupo experimental indica la relación alométrica entre la 

longitud de la cabeza y la del cuerpo en los embriones de pez cebra. Nuestro análisis se 

centró en determinar si existía una correlación significativa entre estas dos medidas en 

cada uno de los grupos: control (DMSO 0,5%), 100 µM y 1 mM del inhibidor. 

 

Los valores de p obtenidos para las pendientes de estos grupos fueron 0,6003, 0,6531 y 

0,7072 respectivamente. Estos valores indican que no hay una diferencia estadísticamente 

significativa entre las pendientes observadas en cada grupo y una pendiente de cero o nula, 

lo cual indica que, dentro de los rangos de concentración del inhibidor, no se observa una 

correlación estadísticamente significativa entre la longitud del cuerpo y la longitud de la 

cabeza de los embriones de pez cebra. En otras palabras, los cambios en la longitud de la 

cabeza no parecen estar asociados de manera significativa con cambios en la longitud del 

cuerpo bajo estas condiciones experimentales. Por lo tanto, la inhibición de shmt1 no tiene 

un impacto significativo en la proporción del crecimiento entre la cabeza y el resto del 

cuerpo de los embriones de pez cebra. 

 

El valor de R2 es una medida de qué tanto de la variación en la longitud de la cabeza puede 

ser explicada por la variación en la longitud del cuerpo88. En este caso, los valores de R2 

obtenidos fueron bajos en todos los grupos, lo que refuerza la idea de que la longitud del 



 

cuerpo no es un predictor significativo de la variación en la longitud de la cabeza en este 

experimento.  

La inhibición de la enzima shmt1 en las concentraciones experimentales utilizadas no 

afecta significativamente la relación alométrica entre la longitud de la cabeza y la del 

cuerpo en el pez cebra, lo cual indica que los efectos observados se limitan a una reducción 

en las estructuras craneofaciales y no implican una disminución general en la longitud 

total de los embriones. 

Nuestros resultados indican que la enzima shmt1 es necesaria para el desarrollo normal 

del esqueleto craneofacial en el pez cebra. La inhibición de shmt1 llevó a defectos 

significativos en el largo de la placa etmoidal y el cartílago ceratotil. Este acortamiento es 

característico de las fisuras orofaciales, lo que sugiere que la pérdida de la función de 

shmt1 puede tener implicaciones para el desarrollo de OFC en vertebrados. 

  



 

9 DISCUSIÓN 

 

9.1 Análisis de Asociación genotipo-fenotipo 

Existe evidencia que las variantes de los genes implicados en el ciclo del folato están 

asociadas con OFCs en distintas poblaciones93,94,95. Este hecho fue evaluado previamente 

en población chilena donde SNP rs1801133 (c.677C>T; p.Ala222Val) del gen MTHFR es 

un factor de riesgo para este defecto congénito48.  

Hemos analizado la asociación entre los SNP de los genes que codifican los genes 

relacionados con el transporte y metabolismo del folato en un estudio de casos y controles. 

Entre estos marcadores, después de la corrección de múltiples comparaciones, solo el SNP 

rs1979277 del gen SHMT1 se asoció significativamente con NSCL/P para nuestra muestra 

(Tabla 2) donde el alelo menor (A) presentó una frecuencia mayor en los controles que en 

los casos y, por lo tanto, puede considerarse un factor protector.  

Como se mencionó anteriormente, SHMT1 codifica la enzima citoplasmática SHMT que 

transfiere una unidad de un carbono a 5,10-CH2-THF desde THF junto con la conversión 

de glicina en serina80. Esta enzima citoplasmática puede modificarse mediante 

SUMOilación, lo que conduce a su translocación al núcleo para garantizar la 

disponibilidad de folatos para la biosíntesis de timidilato96. En cuanto a la relación entre 

esta variante y los defectos congénitos, la sustitución rs1979277 G > A fue considerada 

como un factor de riesgo para defectos del tubo neural en una población india97. Sin 



 

embargo, otro informe publicado en Gran Bretaña describe esta variante como un factor 

protector materno contra los defectos del tubo neural98. En comparación con la enzima de 

tipo salvaje, el polimorfismo p.Leu474Phe disminuye la afinidad del SHMT1 humano por 

sus sustratos78. Las madres portadoras del genotipo AA tienen niveles más bajos de 

homocisteína plasmática y recuentos más altos tanto de glóbulos rojos como de folatos 

plasmáticos que aquellas madres con genotipo GG79. Así, la disminución de la actividad 

de esta enzima puede ralentizar la conversión de THF a 5,10-CH2-THF, aumentando la 

disponibilidad de THF como cofactor para la síntesis de purinas y su conversión a 5-

MTHF, proporcionando unidades de un carbono para la síntesis de SAM80.  

Esta hipótesis del bloqueo metabólico también está respaldada por otros autores que 

describieron un efecto protector en relación a los defectos del tubo neural para esta 

variante78. La variante p.Leu474Phe altera la SUMOilación del SHMT citoplasmático, lo 

que afecta su capacidad para translocar al núcleo99. No obstante, una reducción en la 

actividad nuclear de SHMT1 podría ser compensada por la isoforma mitocondrial de la 

enzima que, al igual que la forma citosólica, puede translocar al núcleo.  

A pesar de que las predicciones bioinformáticas no muestran un impacto significativo de 

la variante rs1979277 en la actividad enzimática de SHMT1, la evidencia en la literatura 

sugiere que esta variante desempeña un papel funcional en diversos aspectos de la 

actividad de SHMT1. 



 

Estudios anteriores han demostrado que, aunque esta variante no altera directamente la 

actividad catalítica de la enzima, sí afecta el transporte nuclear de SHMT1. Esta alteración 

en el transporte nuclear conduce a una síntesis de timidilato ineficiente, resultando en la 

acumulación de la proteína SHMT1 alterada en el citoplasma. Esta acumulación puede 

inhibir reacciones de metilación celular que son esenciales para la embriogénesis y el 

desarrollo fetal temprano97. Además, los datos obtenidos de la base de datos GTEx 

sugieren que el polimorfismo rs1979277 en el gen SHMT1 está asociado con una 

disminución en la expresión del gen. La reducción en la disponibilidad de SHMT1, debido 

a una menor expresión génica, podría resultar en una actividad enzimática moderadamente 

reducida, lo que a su vez influiría en el equilibrio del metabolismo del folato y otros 

procesos metabólicos relevantes para el desarrollo craneofacial92. 

Un nivel óptimo de actividad de SHMT1, es crucial para el desarrollo normal del paladar 

y otras estructuras orofaciales99. Una actividad enzimática moderadamente reducida 

podría prevenir una proliferación celular excesiva o una migración inadecuada de células 

en el paladar en desarrollo, procesos que han sido implicados en la etiología de las fisuras 

orofaciales101. Además, esta moderación en la actividad de SHMT1 podría favorecer un 

equilibrio entre la disponibilidad de folatos y la demanda de grupos metilo para procesos 

críticos, como la metilación del ADN, que son esenciales para el desarrollo normal del 

tejido craneofacial. En este sentido, la variante rs1979277 y su asociación con una menor 

expresión de SHMT1 (según GTEx) ilustran cómo las variaciones genéticas pueden influir 



 

en este fino equilibrio. Un nivel óptimo de actividad de SHMT1 podría tener un efecto 

protector, pero una desregulación en esta actividad, podría tener efectos adversos en el 

desarrollo humano, particularmente en estructuras complejas como el paladar y otras 

regiones orofaciales102 

Algunos autores proponen por otro lado, que la variante rs1979277 tiene un efecto 

estabilizador en la enzima SHMT1, ya que influiría en la estructura tridimensional de ésta, 

haciendo que sea más estable y menos propensa a la degradación, esto podría permitir que 

la enzima funcione durante más tiempo y/o en condiciones más adversas, lo que 

potencialmente podría mejorar el metabolismo del folato86.  

 

9.2 SHMT1 y su relación con el desarrollo orofacial del pez cebra. 

Nuestros hallazgos proporcionan evidencia de que la inhibición de shmt1 en embriones 

de pez cebra tiene un impacto significativo en la morfología craneofacial. En particular, 

observamos un acortamiento en el cartílago etmoidal y ceratohial que variaron según la 

dosis de inhibición de esta enzima, lo que se asemeja a la aparición de OFC en mamíferos. 

Esta observación sugiere un papel crucial de shmt1 en el desarrollo normal del esqueleto 

craneofacial, lo que concuerda con estudios en otros modelos. Por ejemplo, 

investigaciones en modelos murinos han demostrado que genes del metabolismo del 

folato, puede afectar la proliferación y diferenciación celular en el desarrollo craneofacial. 



 

Estos estudios resaltan la importancia de shmt1 en el desarrollo normal del esqueleto 

craneofacial82,84. 

 

El acortamiento de la placa etmoidal y del cartílago ceratotil podría ser debido a una 

alteración en la proliferación y/o la diferenciación de las células de la cresta neural que 

contribuyen a estas estructuras. La enzima shmt1, juega un papel vital en el metabolismo 

del folato y en la síntesis de ADN, podría ser necesaria para la proliferación de estas 

células o para su diferenciación en condrocitos. Estos resultados concuerdan con otros 

autores sobre el papel del folato y la proliferación celular en el desarrollo 

craneofacial70,81,82,86.  

 

En el modelo de ratón, la enzima shmt1, ha sido estudiada como un factor crítico en la 

etiología de los defectos del tubo neural sensible al folato. Esta cumple la función de 

regular la distribución de unidades de un carbono en procesos celulares esenciales como 

la biosíntesis de timidilato y la remetilación de homocisteína, tanto en el citoplasma como 

en el núcleo101. Alteraciones en la actividad de shmt1 pueden tener consecuencias 

significativas a nivel celular. Una actividad reducida de shmt1 podría disminuir la 

disponibilidad de unidades de un carbono necesarias para la síntesis eficiente de 

timidilato102. Esto es crucial, ya que el timidilato es un componente esencial para la 

síntesis de ADN. Una síntesis deficiente de timidilato puede conducir a la incorporación 



 

de uracilo en el ADN en lugar de timina, provocando una inestabilidad genómica. Esto 

puede manifestarse en una gran variedad de problemas celulares, incluyendo una 

reducción en la capacidad de las células para proliferar adecuadamente102. 

 

Es importante destacar que la enzima shmt1 no solo es esencial en el metabolismo del 

folato y la síntesis de ADN, sino que también se ha demostrado que su expresión es 

particularmente notable en regiones críticas durante el desarrollo del pez cebra91. 

Precisamente, el mensajero de shmt1 se expresa en el tubo neural durante la fase 

premigratoria de las células de la cresta neural, y en los arcos faríngeos durante la fase 

postmigratoria de estas células. Este patrón de expresión apoya la hipótesis de que SHMT1 

podría tener un papel vital en la proliferación y/o diferenciación de las células de la cresta 

neural, las cuales son fundamentales para la formación de diversas estructuras 

craneofaciales. 

A pesar de la inhibición de shmt1 con altas dosis, los fenotipos observados en nuestros 

experimentos no fueron severos, lo que sugiere la posibilidad de mecanismos 

compensatorios. Una hipótesis es que otras enzimas del metabolismo del folato, como 

shmt2, podrían tener roles redundantes, compensando parcialmente la falta de actividad 

de shmt1. La enzima SHMT2, al igual que SHMT1, participa en la ruta del metabolismo 

de un carbono, pero a diferencia de shmt1, su expresión y función se localizan 

principalmente en la mitocondria. En el modelo de pez cebra, la expresión de shmt2 se ha 

observado en varias estructuras durante etapas clave del desarrollo embrionario103.  



 

Particularmente, estudios han mostrado que SHMT2 se expresa en regiones críticas para 

el desarrollo neurológico y en tejidos que contribuyen al sistema vascular. Esta 

distribución es consistente con el papel de SHMT2 en los procesos metabólicos 

mitocondriales, que son cruciales para el desarrollo y funcionamiento de tejidos con alta 

demanda energética. Específicamente, la expresión de shmt2 en el pez cebra se ha 

documentado en el cerebro en desarrollo, así como en el corazón y en los tejidos 

musculares, donde la demanda de síntesis de ADN y de grupos metilo es alta103. 

Además, en respuesta a una función reducida de shmt1, otras enzimas y vías metabólicas 

relacionadas con el ciclo del folato, como las enzimas de la vía de remetilación y síntesis 

de timidilato, podrían compensar con su actividad y así mantener la disponibilidad de 

metabolitos. Estas enzimas clave como mthfr, mtr y tyms, se expresan también en regiones 

relevantes para el desarrollo craneofacial y podrían aumentar su actividad en respuesta a 

la función reducida de shmt1. Este mecanismo compensatorio asegura la continuidad de 

procesos metabólicos esenciales para el desarrollo craneofacial94,96-98. 

La expresión del gen shmt1 en regiones clave que contribuyen al desarrollo de las 

estructuras craneofaciales subraya la importancia de su papel en este proceso. Comprender 

cómo la inhibición de esta enzima puede resultar en el acortamiento de estas estructuras 

es crucial. Por lo tanto, es esencial continuar investigando cómo la expresión de shmt1 

podría afectar la proliferación y/o diferenciación de las células de la cresta neural para 

obtener una comprensión más completa de la biología subyacente a estos fenómenos del 

desarrollo. 



 

 

Es interesante observar que, en el estudio de asociación en humanos, el SNP en SHMT1 

asociado con una menor actividad enzimática evidenciada de manera informática, parece 

tener un efecto protector, mientras que la inhibición de la actividad enzimática en el pez 

cebra se relaciona con el fenotipo de OFC. Esta aparente contradicción podría explicarse 

considerando las diferencias en los mecanismos de compensación y vías metabólicas entre 

las especies. Además, debemos considerar la diferencia entre una reducción moderada y 

controlada de la actividad de la enzima (como podría ser el caso con el polimorfismo 

rs1979277) versus la inhibición completa o severa de la enzima (como en el caso del 

tratamiento con inhibidores en el pez cebra). Es posible que un nivel moderado de 

actividad de shmt1, como el asociado con el polimorfismo rs1979277, sea adecuado para 

mantener un desarrollo normal del paladar, a la vez que ofrece protección contra fisuras 

orofaciales al restringir una actividad excesiva que podría ser perjudicial.  

Esto podría suceder, por ejemplo, si la SHMT1 demasiado activa contribuye a la 

proliferación celular excesiva o a la migración inadecuada de células en el paladar en 

desarrollo86,93. Por otro lado, una inhibición de shmt1, como la inducida en los 

experimentos realizados, podría llevar la actividad de la enzima por debajo del umbral 

necesario para un desarrollo normal, resultando en fisuras orofaciales. Así, es posible que 

haya un nivel óptimo de actividad de SHMT1 que sea necesario para el desarrollo normal 

del paladar, y tanto la actividad excesiva como la actividad insuficiente de SHMT1 pueden 



 

resultar en malformaciones orofaciales93. Sin embargo, se requieren más investigaciones 

para confirmar esta hipótesis y para entender completamente cómo la actividad de SHMT1 

influye en el desarrollo del paladar. 

 

El enfoque de este estudio, combinando análisis genético humano con un modelo animal 

como el pez cebra, resalta las fortalezas de un enfoque integrado para entender la genética 

del desarrollo craneofacial. Al emplear un ensayo de inhibición, buscamos comprender el 

impacto directo de la ausencia de la función de shmt1 en el desarrollo craneofacial 

basándonos en la asociación genética encontrada en humanos.  

 

Sin embargo, para explorar más a fondo los efectos de las variantes funcionales específicas 

que hemos identificado, podríamos utilizar alguna técnica de edición genética como 

CRISPR-Cas9 para crear modelos de pez cebra que reflejen estos cambios genéticos 

específicos, ensayos de inmunofluorescencia para la fosfohistona H3 (pH3) y ensayos de 

TUNEL  para analizar proliferación y apoptosis, respectivamente, así como hibridación 

in situ para la detección de la expresión de genes específicos involucrados en la 

diferenciación del desarrollo craneofacial en pez cebra. Estos estudios deberían considerar 

las posibles diferencias en la estructura y función de los genes y proteínas entre especies, 

para proporcionar una comprensión más precisa de cómo las variantes genéticas afectan 

el desarrollo craneofacial. 



 

10  CONCLUSIONES 

  

Los resultados de este estudio muestran la asociación entre la variante rs1979277 del gen 

SHMT1 y las fisuras orofaciales no sindrómicas (NSOFCs) en la población chilena. Esta 

asociación, indicada por un OR de 0.61, sugiere un efecto protector de esta variante, 

respaldando hallazgos anteriores en poblaciones similares. 

A través de análisis bioinformáticos y experimentales, reportamos que la variante 

rs1979277 modifica la actividad de la enzima SHMT1, lo que afecta el metabolismo del 

folato y tiene implicaciones directas en el desarrollo craneofacial. A pesar de que algunas 

herramientas bioinformáticas califican esta mutación como benigna, la evidencia 

funcional indica que esta variante influye en la disponibilidad de unidades de carbono y 

la metilación del ADN, procesos esenciales para el desarrollo craneofacial. 

Los ensayos de inhibición de la enzima SHMT1 en pez cebra han proporcionado evidencia 

directa de que la inhibición en la actividad de esta enzima durante etapas críticas del 

desarrollo puede resultar en fenotipos análogos a las fisuras orofaciales en humanos. El 

uso de concentraciones elevadas del inhibidor de SHMT1 condujo a cambios 

morfológicos significativos, resaltando la relevancia de esta enzima en la morfogénesis 

orofacial. 



 

Este estudio subraya la importancia de continuar investigando el papel de las variantes 

genéticas en el metabolismo del folato y su relación con las malformaciones 

craneofaciales. Los hallazgos sugieren que intervenciones dirigidas a la actividad de 

SHMT1 podrían ser exploradas mediante estrategias terapéuticas, incluyendo un ajuste 

personalizado en la suplementación de ácido fólico para prevenir las NSOFCs. Además, 

se recomienda realizar estudios adicionales que utilicen técnicas de edición genética como 

CRISPR-Cas9 para replicar y estudiar el efecto funcional de rs1979277 para validar estos 

resultados y permitir una comprensión más profunda de los mecanismos subyacentes y su 

aplicación en la prevención o tratamiento de las fisuras orofaciales. 
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