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RESUMEN 
 
 

Introducción: La fisura labiopalatina no sindrómica (FL/PNS) es una malformación 

congénita de alta prevalencia a nivel mundial. Su etiología es multifactorial, en ella 

intervienen factores ambientales y hereditarios. Es considerada una patología de 

herencia compleja en la que participarían varios genes interactuantes. En ese 

escenario, cualquiera de los genes que codifican para las proteínas participantes en 

el desarrollo del labio superior y paladar, podría constituir un gen candidato para la 

FL/PNS. Los folatos son moléculas fundamentales para el desarrollo de estructuras 

cráneo-faciales. En relación a ellos, un gen atractivo de estudiar es el que codifica 

para la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que cataliza la 

reacción de conversión de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, la 

cuál es la forma primaria circulante de los folatos. Un polimorfismo común de un solo 

nucleótido (SNP) de este gen es el c.677C>T que produce alteraciones en el 

metabolismo del folato y ha sido asociado con el riesgo de FL/PNS. En esta tesis se 

propuso, por primera vez en Chile, evaluar si existe asociación entre el polimorfismo 

c.677C>T de MTHFR y la expresión de FL/PNS. 

 

Materiales y Métodos: Se utilizaron muestras de 165 casos de FL/PNS y 291 

controles. Además de 121 tríos-casos progenitores (que comparten la muestra de 

casos). La variante c.677C>T de MTHFR fue genotipificada en una plataforma de 

PCR en tiempo real. En la muestra de casos y controles se estimó el Odds Ratio 

(OR) para comparar las frecuencias alélicas y genotípicas. En la muestra de tríos-

casos progenitores, se aplicó el test de desequilibrio de transmisión (TDT) para 

evaluar el patrón diferencial de transmisión de los alelos de progenitores a la 

progenie. Dado que las muestras de ambas etapas no son independientes, se 

obtuvo un OR combinado junto a una prueba de homogeneidad. 

 

Resultados: Se observó un OR no significativo (1,28; IC 95%: 0,97-1,70, p=0,067) 

para el alelo de riesgo T en la muestra de casos y controles. En los tríos se encontró 

una transmisión preferencial del alelo de riesgo T (OR 1,69; IC 95%:1,18-2,44, 



p=0,0041). El análisis combinado arrojó un resultado significativo (OR:1,41; IC 

95%:1,14-1,75; p=0,0015) y la prueba de homogeneidad un resultado no significativo 

(0,2314). 

 

 

Conclusiones: Mediante la determinación del OR combinado, y a pesar de que se 

detectaron resultados espurios de asociación en el estudio de casos y controles, 

se puede concluir que la presencia del alelo T es un factor de riesgo en la 

ocurrencia de FL/PNS en Chile.  
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INTRODUCCIÓN 
 
 

La fisura labiopalatina no sindrómica (FL/PNS) es una de las malformaciones 

congénitas más frecuentes en el mundo (Bender, 2000). En general, las fisuras 

orofaciales tienen un gran impacto en salud pública por los costos de rehabilitación a 

corto y largo plazo, así como también por los costos emocionales y psicológicos para 

los pacientes y sus familias (Pan y cols, 2010a). Los pacientes afectados presentan 

dificultades en su alimentación, problemas de inserción social, del habla y la 

audición, los que pueden ser corregidos con cirugías, tratamientos dentales, 

fonoaudiológicos e intervenciones psicosociales (Pan y cols, 2010b). Estos 

tratamientos se inician en los primeros meses de vida y dependiendo de la 

severidad clínica de la lesión, pueden prolongarse hasta más allá de los dieciocho 

años de edad (Bender, 2000). 

 

A pesar de los buenos resultados que se pueden obtener cuando se logra tratar 

oportunamente, se ha visto que los individuos con FL/PNS presentan retraso 

cognitivo y psicosocial durante la infancia (Frebourg y cols, 2006). Además, menor 

esperanza de vida por tener mayor riesgo de presentar distintos tipos de cáncer y 

desórdenes psiquiátricos durante la vida adulta (Christensen y cols, 2004). Por ello, 

estudiar la etiología genética de la FL/PNS puede contribuir a mejorar el 

asesoramiento genético enfocado en la prevención y pronóstico, especialmente en 

los casos donde se observe agregación familiar (Frebourg y cols, 2006).  

 
Es ampliamente aceptado que los folatos son componentes clave en el desarrollo de 

estructuras cráneo-faciales (Hernández, 2000). Se ha reportado que madres que 

usan suplementos que lo contienen, disminuirían la incidencia de FL/PNS en la 

descendencia (Schutte y Murray, 1999; Hernández, 2000). Sin embargo, existen 

estudios que han obtenido resultados variables o contradictorios (Frosst, 1995; Van 

der Put, 1998; Johnson y Little, 2008). Por lo anterior, variaciones individuales en 

genes implicados en el metabolismo del folato, podrían afectar la susceptibilidad 

individual a presentar FL/PNS (Zhao, 2014). En este contexto, 5,10-

Metilentedrahidrofolato reductasa (MTFHR) es una enzima clave en el metabolismo 
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del folato, al estar involucrado en la metilación de moléculas que participan en 

múltiples funciones biológicas y la regulación de la expresión génica durante la 

migración y diferenciación celular, en especial en el desarrollo embrionario temprano 

(Ly y cols, 2012). Por lo que es particularmente atractiva de estudiar al presentar 

polimorfismos funcionales como el c.677C>T (p.Ala222Val) que da como resultado 

una enzima termolábil con disminución de su actividad enzimática (Pereira y cols, 

2004). 

 

En la presente tesis se propuso estudiar si existe asociación entre el polimorfismo 

c.677C>T del gen MTHFR y la expresión de la fisura labiopalatina no sindrómica 

en Chile. Para este propósito se realizó genotipificación por PCR en tiempo real y 

con los resultados obtenidos se evaluó asociación mediante dos diseños 

complementarios de estudio: casos y controles y tríos caso-progenitores. 
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MARCO TEÓRICO 

 
 

Fisuras Orofaciales 

 

Las fisuras orofaciales se clasifican en dos grupos, la fisura labiopalatina (fisura de 

labio con o sin fisura de paladar o FL/P) y fisura palatina sola (FP). Para cada una de 

ellas encontramos manifestaciones asociadas a síndromes o formas aisladas con 

otras anomalías que no comprenden parte de algún síndrome clínico (fisuras no 

sindrómicas) (Cobourne, 2004). Se estima que las fisuras no sindrómicas 

corresponden aproximadamente al 70% de las fisuras orofaciales. Por otro lado, en 

las formas sindrómicas se reconocen más de 300 síndromes en que está presente 

una fisura orofacial (Gorlin y cols, 1990). 

 

La fisura labiopalatina no sindrómica (FL/PNS) es una malformación congénita con 

una amplia variación en su expresión clínica (Figura 1), que va de pequeñas 

muescas en el labio superior hasta fisuras que comprometen el labio superior, 

reborde alveolar, paladar duro y blando (Schutte y Murray, 1999).  FL/PNS es, por 

tanto, una malformación orofacial sin ninguna otra anomalía estructural o del 

desarrollo (Lidral y cols, 2008) y que se considera una entidad diferente de las fisuras 

palatinas tanto en su origen embriológico como en sus factores de riesgo (Jugessur 

y cols, 2009).  
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Figura 1: Vista ventral de paladar, labio y naríz, con distintas expresiones de FL/NPS. A: 
normal, B: fisura unilateral de labio y paladar primario, C: fisura unilateral labial y palatina 
que se extiende hasta el agujero incisivo, D: fisura bilateral de labio y paladar primario, E: 
fisura palatina sola, F: fisura de labio y paladar completa. (Extraído de Langman, 2009). 
 

Embriología del labio superior y paladar 

 

El desarrollo del labio superior y paladar comprende una serie de eventos complejos 

que requieren una estrecha coordinación genética, que involucra migración celular, 

crecimiento, diferenciación y apoptosis (Mossey y cols, 2009).   

 

En humanos, estos eventos comienzan durante la tercera semana de gestación, en 

donde las células de la cresta neural migran hacia el primer arco faríngeo, para 

originar los cinco procesos o prominencias faciales (uno frontonasal, dos maxilares y 

dos mandibulares) (Figura 2). De la prominencia frontonasal se originará la frente y 

la nariz, de las prominencias maxilares se formará el estomodeo lateral (boca 

primitiva) y de las prominencias mandibulares se formará la mandíbula, el labio 

inferior y la parte inferior de la mejilla (Bender, 2000).   

 

Entre la sexta y séptima semana, la proliferación de las prominencias maxilares 

resultará en la fusión de las prominencias nasales mediales con las laterales (ambas 

provenientes de la prominencia frontonasal) para formar la nariz lateral y mejillas.  

El labio superior se forma durante éste período por el movimiento lateral de las 

prominencias maxilares que luego se fusionan con las prominencias nasales 

mediales (Bender, 2000) (Figura 2 C y D). 
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El desarrollo del paladar primario (desde reborde alveolar hasta foramen incisivo) se 

inicia durante la quinta semana de gestación, derivado de la fusión de las estructuras 

que conforman el labio superior. Su formación comienza con el crecimiento del 

segmento intermaxilar del maxilar, tejido derivado de las prominencias maxilares que 

ya se han fusionado con las prominencias nasales mediales. Los segmentos nasales 

mediales contribuyen a la formación del filtrum del labio superior y el componente 

óseo del paladar primario que incluye a los cuatro dientes incisivos maxilares 

(premaxila) (Gorlin y cols, 1990). 

 

 

 

 

 

Figura 2: Formación de la cara. A: Embrión de 5 semanas, B: Embrión de 6 semanas, C: 
Embrión de 7 semanas, D: Embrión de 10 semanas. (Extraído de Langman, 2009). 
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El paladar secundario incluye el tejido que se extiende desde el foramen incisivo 

hacia la parte posterior del paladar. Su formación se inicia durante la sexta semana, 

una vez constituido el paladar primario, con el desarrollo de las láminas palatinas 

(Figura 3A). Estas láminas emergen desde la cara interna de las prominencias 

maxilares, las que inicialmente crecen en forma vertical. Durante la séptima y octava 

semana, las láminas palatinas se elongan y horizontalizan (Figura 3B). Cuando 

estas placas crecen horizontalmente hasta una determinada posición y hacen 

contacto, procesos de transición epitelio-mesenquimática y apoptosis en los bordes 

mediales de cada lado, producen su fusión en la línea media. La fusión del paladar 

duro se completa durante la décima semana (figura 3C). La formación del paladar 

blando y la úvula culminan en la duodécima semana con la exitosa fusión de centros 

de crecimiento secundario (Bender, 2000). 

 

Figura 3: Desarrollo embrionario de paladar secundario. A: 6 semanas y media, B: 7 
semanas y media, C: 10 semanas (Extraído de Langman, 2009). 
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Teniendo en cuenta estos antecedentes embriológicos, una fisura de labio y/o de 

paladar primario es el resultado de fallas en la fusión de los procesos nasales 

laterales y mediales, en la prominencia frontonasal y/o en las prominencias 

maxilares. Por su parte, fallas en la elevación, contacto, adhesión y fusión de las 

láminas palatinas resulta en fisuras de paladar (Marazita y Money, 2004). Por lo que, 

cualquier perturbación de origen genético o ambiental en esas etapas puede llevar a 

una falla en el mecanismo de cierre en la línea media generando fisuras orofaciales 

(Rahimov y cols, 2008). 

 

 

 

Epidemiología 

 

La FL/PNS se observa a nivel mundial aproximadamente en 1 de cada 700 recién 

nacidos vivos, con variaciones dependiendo del origen étnico de los padres, origen 

geográfico, sexo y nivel socioeconómico (Bender, 2000). Por lo anterior, la 

distribución de la FL/PNS no es homogénea, observando los valores más altos en 

Asia y América Latina (1/500). Por otro lado, en África (1/2500) y en Europa (1/1000) 

se han registrado las tasas de prevalencia más bajas (Mossey, 2012).  

 

En Chile la población urbana contemporánea, proviene principalmente de la mezcla 

entre amerindios (de origen asiático) y españoles (de origen caucásico) 

(Rothhammer y cols, 1968). En Santiago se pueden observar las cifras más altas de 

prevalencia de FL/PNS en los estratos socioeconómicos bajos (1,8 por 1000 nacidos 

vivos), que presentan la mayor proporción de genes amerindios, mientras que, en los 

estratos socioeconómicos altos las tasas de esta malformación son las más bajas 

(0,8 por 1000 nacidos vivos), estratos que presentan el menor grado de mezcla 

amerindia, lo que genera estratificación poblacional por origen étnico (Palomino y 

cols, 1997). 
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Etiología 

 

La etiología de la FL/PNS es considerada multifactorial, causada por factores 

ambientales y hereditarios (Schutte y Murray, 1999).  

 

En el embarazo, las primeras semanas son consideradas el periodo más sensible en 

la etiología de esta malformación. En etapas tempranas, la interacción con 

sustancias teratógenas pueden llevar a alteraciones en la embriogénesis. Se han 

asociado, en mayor o menor medida, a un incremento del riesgo de FL/PNS el 

consumo de tabaco, alcohol, bajo consumo de ácido fólico, bajos niveles sanguíneos 

de zinc, obesidad, eventos estresantes y fiebre durante el embarazo (Molina, 2013). 

 

Tanto las evidencias experimentales en modelos animales como los análisis 

genéticos en humanos, permiten concluir que la FL/PNS constituye una patología de 

herencia compleja, postulándose que en su etiología genética participarían varios 

genes interactuantes (Jugessur y Murray, 2005). Sin embargo, aún no se ha logrado 

determinar con certeza cuántos y cuáles son estos genes candidatos y cuál es su 

peso relativo en la expresión de esta malformación. Es por esta razón que, al 

observar las historias genealógicas, el fenotipo FL/PNS no se transmite de acuerdo 

con alguno de los patrones convencionales de herencia mendeliana (Murray, 2002). 

 

Para explicar la forma en que se hereda este rasgo se ha propuesto un modelo de 

herencia en el que participarían varios genes mayores interactuantes, el que se 

conoce como modelo oligogénico de herencia y que es el que actualmente presenta 

mayor aceptación (Farral y Holder,1992; Mitchell y Risch, 1992). Como ya ha sido 

mencionado, el desarrollo del labio superior y paladar ocurre como resultado de 

complejos procesos de interacción, migración, diferenciación y muerte celular, los 

que son controlados por numerosas proteínas estructurales y regulatorias. En este 

escenario, cualquiera de los genes que codifican para las proteínas participantes en 

dichos procesos, podría constituir un gen candidato para FL/PNS (Gaspar y cols, 

2002). 
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Diseños de estudios para mapeo de genes candidatos en la FL/PNS. 

 

Un enfoque comúnmente utilizado para el mapeo (o detección) de genes candidatos 

en rasgos complejos, son los estudios de asociación de base poblacional como el 

diseño de casos y controles, en el que se buscan diferencias en las frecuencias de 

alelos de variantes genéticas polimórficas entre individuos afectados (casos no 

relacionados) y no afectados (controles no relacionados). Si bien este diseño es 

ampliamente utilizado por la factibilidad de reclutar individuos, presenta la desventaja 

de generar resultados de asociación, tanto falsos positivos como falsos negativos 

(asociaciones espurias), cuando los casos no están pareados correctamente con los 

controles, ya sea por tener distinta composición genética o la población presenta 

estratificación por etnicidad (Santos y cols, 2002). Por lo tanto, evidencias de 

asociación entre una variante genética y una enfermedad en estudios caso-control 

deben ser confirmados por métodos alternativos (Kazeem y Farrall, 2005). 

 

En este contexto, algunos autores han propuesto realizar estudios de asociación 

complementarios a los de casos y controles, usando diseños en base familiar, como 

el de tríos-caso progenitores, para proveer protección contra asociaciones espurias 

causadas por la estratificación poblacional (Spielman y cols, 1993; Santos y cols, 

2002). En este tipo de estudios se evalúa la presencia de una transmisión 

preferencial de un alelo de una variante genética desde progenitores a progenie 

afectada. Con los alelos no transmitidos de progenitores a progenie, se conforma un 

grupo control (“pseudo-control”) pareado perfectamente con los casos por origen 

étnico, evitando con ello los problemas de estratificación poblacional (Santos y cols, 

2002).  

 
 
 
 
Propuesta de estudio de asociación: rol del gen de la 5,10-
metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) en la expresión de la FL/PNS en la 
población chilena. 
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 Durante el embarazo, los requerimientos de folato aumentan para satisfacer las 

necesidades del desarrollo embrionario y fetal.  Este es activamente transportado al 

feto, lo que ha sido demostrado por las concentraciones sanguíneas observadas en 

el cordón umbilical, que se encuentran en estrecha relación con los niveles 

circulantes en la sangre materna (Safi y cols, 2012).  

 

Los folatos pertenecen al complejo de la vitamina B. Muchos alimentos como los 

vegetales de hojas verdes, legumbres y cereales son ricos en folatos, sin embargo, 

pierden rápidamente su actividad durante su almacenamiento y procesamiento. El 

ácido fólico es la forma sintética monoglutámica del folato, la que, en comparación a 

los folatos naturales es altamente estable (meses e incluso años de 

almacenamiento). Por lo anterior, el ácido fólico, es la molécula de elección para la 

fortificación de alimentos y suplementos farmacológicos (Ly y cols, 2012). 

 

Estudios han revelado que las madres que usan multivitamínicos que contienen 

ácido fólico, antes del embarazo y/o durante el primer trimestre de gestación, 

presentan un menor riesgo de que sus hijos presenten FL/PNS comparado a las 

mujeres que no lo usaron (Schutte y Murray, 1999; Hernández, 2000). Sin embargo, 

esto aún es controversial debido a que otros estudios no han reportado este efecto 

beneficioso (Frosst, 1995; Van der Put, 1998; Johnson y Little, 2008). 

 

Apoyando lo anterior, existen reportes en humanos y animales que respaldan una 

relación entre el uso de antagonistas del ácido fólico como metotrexato, 

aminopterina y anticonvulsionantes durante el embarazo y mayor riesgo de 

FL/PNS en la descendencia (Hernández, 2000). 

 

 Los folatos están involucrados en la transferencia de grupos metilos a moléculas 

involucradas en múltiples funciones biológicas (Figura 4). Los grupos metilo son 

esenciales para la síntesis de nucleótidos usados en replicación y reparación de 

ADN. Además, están involucrados en el ciclo de la metionina asegurando niveles 

apropiados de S-adenosilmetionina (SAM), el principal dador de grupos metilo 

para el ADN, histonas y metilación de otras proteínas para modular sus funciones. 
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La metilación del ADN es un mecanismo epigenético de control para la expresión 

genética. Un grupo metilo es transferido desde la SAM a una citosina la que está, 

a menudo, dispuesta como el dinucleótido CpG. La metilación del ADN en 

regiones regulatorias induce silenciamiento de genes al bloquear el 

reconocimiento de factores de transcripción y/o por el reclutamiento de proteínas 

de unión al metil-CpG que condensan la cromatina, reprimiendo la expresión 

genética. Después de su demetilación la SAM es convertida en homocisteina en 

una reacción enzimática de dos pasos. En presencia de 5-metiltetrahidrofolato, 

otra vía enzimática de dos pasos, se repone la reserva de SAM desde la 

homocisteina. Otros procesos dependientes de folato incluyen la interconversión 

de aminoácidos y el camino de trans-sulfuración, el que sintetiza glutatión, un 

antioxidante endógeno (Stover, 2011; Ly y cols, 2012). 

 

 

 

 

Figura 4: Esquema simplificado del metabolismo del ácido fólico y reacciones de 
transferencia de grupos metilos para síntesis de DNA y moléculas involucradas en 
funciones biológicas (Extraído de Ly y cols, 2012). 
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Como antes se menciona, la identificación de factores de riesgo genéticos para la 

FL/PNS ha sido objeto de estudio en los últimos años, la que está enfocada en la 

búsqueda de mutaciones codificantes potencialmente causales (Jugessur y cols, 

2009).   

 

En relación a los folatos, se tiene conocimiento de alrededor de 50 genes que 

codifican proteínas que participan en su transporte, metabolismo, ciclo de metilación, 

DNA y transferencia de grupos metilos y síntesis de nucleótidos; en donde en 

muchos de ellos se conocen polimorfismos de riesgo para FL/PNS (Bhaskar, 2011). 

 

En este contexto, un gen atractivo para estudiar es el que codifica para la enzima 

5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), clave en este metabolismo. Esta 

enzima cataliza la reacción de conversión de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-

metiltetrahidrofolato, la cuál es la forma primaria circulante de los folatos (Frosst y 

cols, 1995).  

 

Un polimorfismo común de un solo nucleótido (SNP) de este gen es el c.677C>T 

(rs1801133) (Mills y cols, 2008), el cual resulta en un cambio de alanina por valina 

en el codón 222 (p.Ala222Val) y es responsable de alterar la actividad de la enzima y 

generar su termolabilidad, lo que se manifiesta como una leve a moderada 

hiperhomocisteinemia (Pereira y cols, 2004). 

 

En un reciente meta-análisis, Zhao y cols (2014) evaluaron en poblaciones 

asiáticas si existe asociación entre el polimorfismo c.677C>T de MTHFR y un 

mayor riesgo de FL/PNS, concluyendo que esta asociación existía. Luo y cols 

(2012) en sus resultados sugieren que podría existir asociación entre el genotipo 

de esta variante y FL/PNS en la población de origen caucásico. Un meta-análisis 

posterior (Pan y cols, 2013) confirma que c.677C>T se encuentra involucrado en 

el desarrollo de esta malformación.  
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En la literatura se pueden encontrar dos estudios previos que incluyen población 

chilena en su muestra, que son parte del Estudio Colaborativo Latino Americano 

de Malformaciones Congénitas (ECLAMC). En ellos, la población chilena fue 

agrupada con otros sujetos sudamericanos, no encontrando asociación entre esta 

variante y FL/PNS (Vieira y cols, 2005, 2008). 

 

En la presente tesis se estudió, por primera vez exclusivamente con individuos 

chilenos, si existe asociación entre el polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR y la 

expresión de la fisura labiopalatina no sindrómica en nuestro país. Para este 

propósito se realizó genotipificación por PCR en tiempo real para determinar las 

distintas frecuencias alélicas del polimorfismo c.677C>T en una población chilena. 

Con los resultados obtenidos se evaluó asociación mediante dos diseños 

complementarios de estudio: casos-controles y tríos caso-progenitores. Dado que 

estas muestras no son independientes, compartiendo parcialmente la población de 

casos, se genera una correlación entre sus resultados (Martin y Kaplan, 2000). Es 

por ello que además se propuso un análisis de asociación que combina los 

resultados de ambos diseños. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Hipótesis 

 

El polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR está asociado con el riesgo de fisura 

labiopalatina no sindrómica en Chile. 

 

Objetivo general 

 

Evaluar la asociación entre el polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR y el riesgo 

de fisura labiopalatina no sindrómica en Chile usando dos diseños 

complementarios de estudio. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Determinar mediante genotipificación por PCR en tiempo real la frecuencia 

del polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR en individuos chilenos con 

FL/PNS, sus progenitores y un grupo control. 

 

2. Evaluar la asociación entre el polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR y 

FL/PNS en la muestra de casos y controles chilenos. 

 

3. Evaluar asociación entre el polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR y 

FL/PNS en la muestra de tríos-caso progenitores chilenos. 

 

4. Evaluar la asociación combinada de ambas muestras entre el polimorfismo 

c.677C>T del gen MTHFR y FL/PNS en la población chilena. 
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   MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Grupos de estudio 

 

El grupo de estudio se obtuvo de las bases de datos y de ADN de 2 proyectos 

financiados por el Fondo Nacional de Desarrollo Científico y Tecnológico 

(FONDECYT, números 1061078 y 11090105). La muestra de FL/PNS consistió en 

165 casos no relacionados entre sí (35% mujeres) con un rango de edad entre 0 y 

31 años. De ellos un 92% de los pacientes presentaba fisura labiopalatina y solo el 

8% fisura labial. Además, un 69% de los pacientes no tenía historia familiar de fisura 

orofacial. Los casos fueron reclutados entre los años 2008 y 2011 después de 

entrevistar en profundidad al menos a 3 miembros de cada familia para reconstruir la 

historia familiar. Se realizó una cuidadosa anamnesis para evaluar el uso de 

sustancias teratogénicas tales como fenitoína, warfarina y etanol durante el 

embarazo. Se excluyeron los casos sindrómicos o por anomalías cromosómicas. 

Los pacientes provenían de los siguientes centros: Unidad de malformaciones 

cráneo-faciales de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile, Servicio 

Dental del Hospital Roberto del Río, Policlínico de Fisurados del Hospital Exequiel 

González Cortés, Servicio Maxilofacial del Hospital San Borja-Arriaran y del Servicio 

Maxilofacial del Hospital Sótero del Río. 

Además, para una proporción de los casos se dispuso de muestras de ambos 

progenitores conformando una muestra de 121 tríos-casos progenitores que será 

incluida en el análisis. El grupo control consistió de 291 individuos chilenos, el que se 

obtuvo de dadores de sangre del Hospital San José sin historia familiar de fisuras 

orofaciales. Entre ellos un 45% fueron mujeres (proporción no diferente de la descrita 

para los casos, p=0,201) y de edades que van entre los 18 y 60 años.  

 

Todos los individuos participantes o su representante legal han leído y firmado un 

documento de consentimiento informado y el uso de las muestras para este estudio 

fue autorizado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile (se adjunta acta de aprobación en Anexo).  
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Procesamiento y análisis. 

 

Para obtener el ADN genómico se utilizaron leucocitos de sangre periférica, 

empleando el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987).  

 

La variante c.677C>T del gen MTHFR fue genotipificada con ensayos de 

discriminación alélica usando sondas Taqman (Applied Biosystems, C_1202883_20) 

en una plataforma de PCR en tiempo real (Step One, Applied Biosystems). Las 

frecuencias alélicas para estos marcadores fueron estimadas utilizando tanto los 

genotipos parentales como de los casos y controles. La presencia del equilibrio de 

Hardy-Weinberg se evaluó en la muestra de controles y de progenitores a través de 

la prueba de chi-cuadrado usando el paquete estadístico STATA 8.0. Para comparar 

las frecuencias alélicas entre casos y controles se calculó la estadística de Odds 

ratio (OR) con un intervalo de confianza de 95%. 

 

Para evaluar el patrón diferencial de la transmisión de los alelos de progenitores a 

progenie afectada en la muestra de tríos-casos progenitores se empleó el test de 

desequilibrio de transmisión (TDT), implementado en el paquete STATA 8.0. 

 

Como antes se menciona, la muestra de casos y controles y de tríos-caso 

progenitores comparten parcialmente la población de casos, por lo que no se pueden 

considerar independientes, generando una correlación entre ellas (Martin y Kaplan, 

2000). Por ello fue necesario realizar un análisis adicional que implica el cálculo de 

un OR combinado para ambas muestras, además de una prueba de homogeneidad 

de los resultados de ambos estudios. Ambos análisis se llevaron a cabo usando las 

fórmulas descritas por Kazeem y Farrall (2005). 
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RESULTADOS 
 

En la primera parte de la investigación, para los casos y controles las frecuencias 

alélicas y genotípicas para la muestra total se describen en la Tabla 1.  El alelo de 

riesgo T se observó en una mayor frecuencia en los casos en comparación a los 

controles, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (OR: 1,28 IC: 95%, 0,97-

1,70, p=0,067). Para los genotipos tampoco se obtuvieron resultados significativos. 

El genotipo TT fue mayormente encontrado en los individuos afectados con un OR 

de 1,72 (IC 95%: 0,99-2,96, p=0,052). 

 

Tabla 1.  Asociación entre alelos y genotipos para el polimorfismo c.677C>T de MTHFR y 
FL/PNS en la población chilena total estudiada en los casos y controles. 
 

Muestra Total  Frecuencia en 
Casos 

(n=165) 

Frecuencia en 
Controles 
(n=291) 

OR (IC 95%) p value 

Alelos     

     C 167 (0,506) 331 (0,568)   

     T 163 (0,494) 251 (0,432) 1,28 (0,97-1,70) 0,067 

Genotipos     

CC 44 (0,267) 90 (0,309)   

CT 79 (0,479) 151 (0,519)      1,07 (0,68-1,68) 0,769 

TT 42 (0,254) 50 (0,172)  1,72 (0,99-2,96) 0,052 

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza. 

 
 

Al separar por género la muestra de casos y controles no se obtuvieron resultados 

significativos (Tablas 2 y 3). En las mujeres se observó una frecuencia levemente 

mayor del alelo T con un OR de 1,37 (IC 95%: 0,88-2,14, p=0,159) y el genotipo TT 

con OR: 2,04 (IC 95%: 0,84-4,92, p=0,113) (Tabla 2). En los hombres se observó 

para el alelo T un OR 1,22 (IC 95%: 0,87-1,72, p=0,241) y el genotipo TT OR de 1,53 

(IC 95%: 0,76-3,08, p=0,228) (Tabla 3). 
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Tabla 2.  Asociación entre alelos y genotipos para el polimorfismo c.677C>T de MTHFR y 
FL/PNS en las mujeres de la población chilena estudiada en los casos y controles. 
 
 

Mujeres  Frecuencia en 
Casos 
(n=58) 

Frecuencia en 
Controles 
(n=120) 

OR (IC 95%) p value 

Alelos     

     C 59 (0,509) 141 (0,587)   

     T 57 (0,491) 99 (0,413) 1,37 (0,88-2,14) 0,159 

Genotipos     

CC 17 (0,293) 39 (0,325)   

CT 25 (0,431) 63 (0,525)   0,91 (0,44-1,89) 0,802 

TT 16 (0,276) 18 (0,150) 2,04 (0,84-4,92) 0,113 

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza. 
 

 
Tabla 3.  Asociación entre alelos y genotipos para el polimorfismo c.677C>T de MTHFR y 
FL/PNS en los hombres de la población chilena estudiada en los casos y controles. 
 
 

Hombres  Frecuencia en 
Casos 

(n=107) 

Frecuencia en 
Controles 
(n=171) 

OR (IC 95%) p value 

Alelos     

     C 108 (0,505) 190 (0,444)   

     T 106 (0,495) 152 (0,556) 1,22 (0,87-1,72) 0,241 

Genotipos     

CC 27 (0,252) 51 (0,298)   

CT 54 (0,505) 88 (0,515)   1,15 (0,65-2,06) 0,616 

TT 26 (0,243) 32 (0,187)  1,53 (0,76- 3,08) 0,228 

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza. 
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En la segunda etapa, de tríos-caso progenitores (Tabla 4), los genotipos parentales 

fueron distribuidos en concordancia al equilibrio de Hardy-Weinberg. El Análisis TDT 

muestra que el alelo T se transmitió significativamente en mayor medida desde los 

padres heterocigotos (78 transmitidos/46 no transmitidos) con un OR de 1,69 (IC 

95%, 1,18-2,44, p=0,0041). 

 

Tabla 4. Evaluación del patrón diferencial con que se transmiten los alelos de progenitores a 
progenie afectada en la muestra de tríos-casos progenitores con el test de desequilibrio de 
transmisión (TDT). 
 

TDT  OR (95% IC) p value 

Transmitidos / No Transmitidos 
                78 / 46 

1,69 (1,18-2,44)              0,0041 

OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza. 
 
 
 

Como las muestras de los casos y controles y tríos caso-progenitores no son 

independientes al compartir parcialmente la población de casos, se calculó un OR 

combinado cuyo resultado fue significativo (OR: 1,41, IC 95%:1,14-1,75; p=0,0015) 

(Tabla 5). Finalmente, la prueba de homogeneidad para los resultados de ambos 

estudios no fue significativa p=0,2314. 

 

 

Tabla 5. Análisis combinado de los casos y controles, y tríos-caso progenitores para asociar 
el polimorfismo c.677C>T de MTHFR y FL/PNS en la población chilena. 
 

Etapa de estudio        OR (95% IC)          p value 

     Casos y Controles 1,28 (0,97-1,70) 0,067 

Tríos-Casos Progenitores 1,69 (1,18- 2,44) 0,0041 

Estudio Combinado 1,41 (1,14-1,75)             0,0015 

p value para el test de homogeneidad para OR: 0,2314. 
OR: Odds Ratio con 95% de intervalo de confianza. 

 
 
 
 



20 
 

 
 

DISCUSIÓN 

 

El objetivo de la presente investigación fue evaluar la asociación entre el 

polimorfismo c.677C>T del gen MTHFR y el riesgo de FL/PNS en una población 

chilena usando dos diseños complementarios de estudio en dos etapas, la primera 

de casos y controles, y la segunda utilizando la muestra de tríos-casos 

progenitores.   

 

En la primera etapa, al analizar la población total de la investigación (Tabla 1), se 

observó que el alelo de riesgo T se encontraba en mayor frecuencia en los casos 

en comparación a los controles, sin embargo, los resultados no fueron 

significativos por un leve margen (p=0,067). Situación similar se observó al realizar 

el análisis a nivel de genotipos para la combinatoria TT (p=0,052).  

 

En relación al género de los individuos, es ampliamente aceptado que FL/PNS es 

más frecuente en hombres, llegando a ser en una proporción 2:1 en poblaciones 

blancas (Mossey, 2009). Sin embargo, esto no se pudo establecer debido a que al 

separar la muestra por género no hubo asociación significativa a nivel de alelos ni 

genotipos (Tablas 2 y 3). 

 

Si contrastamos estos resultados con otros estudios, en meta-análisis multiétnicos 

de Luo y cols (2012) y Pan y cols (2013), se obtuvieron resultados similares a nivel 

de genotipos (TT) con OR de 1,22 (IC 95%, 0,97-1,55) y de 1,21 (IC 95%, 0,97-

1,53) respectivamente. Por otro lado, Zhao y cols (2014) obtuvieron asociaciones 

significativas para el alelo T y genotipo TT con un riesgo aumentado de FL/PNS en 

poblaciones asiáticas. Dos trabajos del Estudio Colaborativo Latino Americano de 

Malformaciones Congénitas (ECLAMC) han analizado población sudamericana en 

conjunto con un bajo número de sujetos chilenos en sus estudios no encontrando 

asociación entre el polimorfismo c.677C>T de MTHFR y FL/PNS (Vieira, 2005, 

2008). 
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Como ya se mencionó, el diseño de estudio de casos y controles presenta la 

desventaja de poder generar resultados tanto falsos positivos como negativos 

(resultados espurios) ya sea por la composición genética de la población o por 

estratificación por etnicidad (Santos y cols, 2002). En Chile por las características 

ya mencionadas de nuestra población contemporánea se puede generar este 

fenómeno, por lo que las diferencias observadas entre los resultados obtenidos en 

esta investigación y otros estudios consultados podrían ser un claro ejemplo de la 

heterogeneidad genética en las distintas poblaciones en la expresión de FL/PNS y 

la presencia del polimorfismo. 

 

En la segunda etapa para confirmar los resultados obtenidos con los casos y 

controles se utilizó el diseño de tríos-casos progenitores. Este diseño no es 

afectado por la estratificación poblacional debido a que con los alelos no 

transmitidos de los progenitores a la progenie se conforma un grupo control 

(“pseudo-control”) pareado perfectamente con los casos por origen étnico (Santos 

y cols, 2012). 

 

El análisis TDT mostró que el alelo T constituye un factor de riesgo de FL/PNS en 

la población chilena (p=0,0041) (Tabla 4).  La mayoría de los estudios de tríos 

reportan que en la descendencia el polimorfismo c.677C>T de MTHFR no es 

factor de riesgo para FL/PNS, a excepción de 2 reportes (Zhu y cols, 2010; de 

Aguiar y cols, 2015), lo que puede nuevamente reflejar el fenómeno de 

heterogeneidad genética. En nuestro conocimiento, no existen revisiones 

sistemáticas evaluando esas variables con dicho diseño. 

  

Como los resultados obtenidos en ambas etapas no son independientes entre sí y 

comparten parcialmente la población se casos, se decidió realizar un análisis 

combinado (Martin y Kaplan, 2000). 
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 El análisis combinado presentó un OR: 1,41 (p=0,0015) lo que muestra un riesgo 

aumentado de FL/PNS en la descendencia que presenta el alelo T. Este resultado 

obtenido por las fórmulas de Kazeem y Farrall (2005) al integrar ambos estudios, 

nos da un p value aproximadamente 3 veces más significativo comparado al 

obtenido en el estudio de tríos y está respaldado por el resultado no significativo 

del test de homogeneidad (p=0,2314) (Tabla 5), que establece que lo obtenido en 

ambos estudios por separado (casos-control y tríos) es comparable. 

 

Desde enero del año 2000, en Chile se estableció la fortificación obligatoria de la 

harina de trigo con ácido fólico que tuvo como consecuencia una disminución 

aproximadamente de un 50% de las patologías relacionadas a los defectos del 

tubo neural, sin lograr cambios en la prevalencia de FL/PNS (Nazer y Cifuentes, 

2014).  Por lo anterior, la edad de los individuos participantes no interferiría con los 

resultados de la presente investigación al considerar que existen individuos que 

nacieron antes de esta medida. Por lo tanto, la disponibilidad de ácido fólico en 

Chile no sería el principal responsable de FL/PNS y su causa estaría relacionada 

al metabolismo de este, lo que está en concordancia con los resultados obtenidos.   

 

El mismo grupo de investigación desde donde surge el presente estudio, en un 

reporte previo, evaluó si existía asociación entre c.677C>T de MTHFR y un 

incremento del riesgo de presentar espina bífida, en una muestra de Chilenos 

nacidos en el periodo post fortificación de la harina de trigo con ácido fólico (Pardo 

y cols, 2014). Dicho estudio no encontró asociación entre estas variables, lo que 

difiere con lo encontrado en este estudio para FL/PNS. Por ello se puede inferir 

que los defectos del tubo neural post fortificación probablemente no tengan 

relación con el metabolismo del folato, pero las fisuras orofaciales si lo tengan (al 

menos en relación al rol que la MTHFR podría jugar).  

 

Finalmente, no se debe olvidar que FL/PNS es una patología de etiología 

multifactorial, en la que intervienen factores ambientales y hereditarios, y entre los 
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involucrados con el ácido fólico se conocen más de 50 genes con polimorfismos 

de riesgo que podrían contribuir a que se presente esta patología, por lo que el 

polimorfismo c.677C>T de MTHFR es solo uno de muchos factores que podrían 

contribuir a que se exprese esta patología. 
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CONCLUSIONES 

 

 

-En la muestra de casos y controles, no se obtuvieron resultados significativos 

probablemente debido al fenómeno de estratificación poblacional. 

 

 

-En la muestra de tríos-caso progenitores, con el análisis TDT, podemos concluir que 

el alelo T al estar presente en los progenitores, es factor de riesgo de FL/PNS al 

transmitirse en mayor proporción a la descendencia. 

 

 

-Mediante la determinación del OR combinado, y a pesar de que se detectaron 

resultados espurios de asociación en el estudio de casos y control, se puede 

concluir que la presencia del alelo T de c.677C>T de MTHFR es un factor de 

riesgo en la aparición de FL/PNS en Chile. 

 

 

- 
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