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1 RESUMEN

Las Fisuras Orofaciales no Sindromicas (NSOFCs) son una de las malformaciones de
nacimiento mas frecuentes en Chile y el mundo. A pesar que en otras poblaciones se ha
demostrado que la suplementacion 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 asociacion entre variantes de genes del transporte y
metabolismo del folato y las NSOFCs en la poblacion chilena y el efecto de estas variantes
sobre el desarrollo embrionario de las estructuras orofaciales del pez cebra en la aparicion
de un fenotipo de NSOFC. Para este propdsito, se analizaron los genotipos desde un array
de polimorfismos y se compararon sus frecuencias entre casos y controles. Utilizando
herramientas bioinformaticas, se estimdé el impacto funcional de las variantes
identificadas. Los resultados indican que la variante rs1979277 del gen SHMT!I podria
ejercer un efecto protector contra las NSOFCs. Para evaluar esta hipdtesis, se realizé un
ensayo de inhibicion enzimatica de shmtl durante el desarrollo orofacial del pez cebra. La
inhibicion de shmtl, resultd en fenotipos anormales, incluyendo un acortamiento
moderado de la placa etmoidal, comparable a las fisuras orofaciales en mamiferos, lo que
implica un papel critico de shmtl en la condrogénesis y la morfogénesis craneofacial. Se
requiere realizar ensayos de mutacion 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 shmtl was performed during zebrafish orofacial development. The inhibition of
shmt] resulted in abnormal phenotypes, including a moderate shortening of the ethmoid
plate, comparable to orofacial clefts in mammals, implying a critical role for shmtl 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 INTRODUCCION

3.1 Generalidades

Las Fisuras Orofaciales (OFC, por su nombre en inglés, orofacial clefts) son una de las
malformaciones de nacimiento mas frecuentes en Chile y el mundo, cuya etiologia es
compleja e involucra tanto factores genéticos como ambientales'. 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
bilateral” (Figura 1). Aproximadamente el 70% de las fisuras orofaciales son no
sindromicas con una contribucion genética de 20 a 30%, siendo su etiologia y patogénesis
complejas y poco entendidas. Ademads, se han identificado entre 300 a 500 sindromes
genéticos que son acompafiados de OFC. Por otro lado, ciertos factores ambientales, como
la exposicion a teratogenos, pueden alterar el desarrollo embrionario normal y contribuir

a la aparicion de OFC’,
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Figura 1. Clasificacion clinica 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. (¢ 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) Imagenes clinicas 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 etiologia de las fisuras orofaciales es multifactorial, mostrando una interaccion entre
componentes genéticos y ambientales. Factores como estrés materno®, nicotina’, alcohol®,
farmacos como fenitoina’, antiinflamatorios no esteroideos (AINES)®, deficiencias
nutricionales’, edad extrema de los progenitores y agentes patdgenos como bacterias, virus
y protozoos aumentan el riesgo de OFC'’. Existe ademas 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 relacion a un individuo sin historial de OFC''. El rango de concordancia en
gemelos monocigdticos es de 40-60%, en comparacion con gemelos dicigoéticos que es de

un 3-5%, lo que destaca el componente genético de las OFCs'".

Las OFCs son producidas por defectos en la fusion y/o extension de las prominencias
craneofaciales, por lo que se ha postulado que genes involucrados en dichos procesos son
posibles candidatos en la etiologia genética de las OFCs'’. Durante el desarrollo
embrionario, la morfogénesis de las estructuras craneofaciales se divide en varias etapas
dentro de las cuales encontramos: (i) induccién de la placa neural y formacion del tubo
neural'’; (ii) migracion celular desde la cresta neural hacia la region anterior de la cara
que da lugar a la formacién de los arcos faringeos' (Figura 2); (iii) proliferacion y

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



extension de las prominencias faciales, arcos faringeos y el esqueleto craneofacial; (iv)
luego estos procesos se fusionan con el tabique nasal medio para formar paladar y la tvula
(dias 50 a 60)">'° y; (v) conformacién de la cara mediante el crecimiento direccional del
esqueleto’” (Figura 3). La coordinacion temporal y espacial de estos eventos criticos es
regulada por multiples genes. Alteraciones en esta regulacion, puede resultar en una
incorrecta formacion y union de las estructuras del labio superior, alveolo y/o paladar

primario, dando como resultado fisuras orofaciales.
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Figura 2. Etapas tempranas del desarrollo craneofacial en vertebrados

(A) El desarrollo craneo-facial se inicia con la induccién de las células de cresta neural (CCNs) y
la formacion del tubo neural, desde el pliegue neural emergen las CCNs, aquellas precursoras del
esqueleto craneofacial se disponen entre los rombdmeros y diencéfalo a lo largo del eje dorsal del
tubo neural. (B) Posteriormente, estas células migran de forma estercotipada hacia los distintos
arcos faringeos en formacion, dando origen a diferentes estructuras del esqueleto orofacial
(modificado de Laura S. Gammill & Marianne Bronner-Fraser. 2003; Samantha A. Brugmann,. et
al. 2006).
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Figura 3. Desarrollo de labio y paladar en humanos

(a) Desarrollo de la prominencia frontonasal y de los procesos maxilares y mandibulares. (b)
Formacién de las cavidades nasales que desarrollaran 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 mandibula
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 fusion
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 suplementaciéon 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 fortificacion con folato

obligatoria de la harina de trigo desde el afio 2000



Se han identificado variantes genéticas asociadas a genes candidatos responsables del
metabolismo y transporte del folato en la poblacion chilena, cuya alteracion afecta
21,22

procesos embrionarios criticos que estarian involucrados en la induccion de NSOFCs™ .

Sin embargo, su mecanismo de accion aun no ha sido descrito.

3.2 El acido folico y su metabolismo

El folato puede aparecer en diversas formas, pero es como dihidrofolato (DHF) como es
ingerido principalmente™. El DHF llega al intestino en forma de poliglutamatos y alli,
gracias a la acciéon del enzima folato hidrolasa que es activa a un pH de 7.5, es
hidrolizado en la superficie del borde ciliado de las células de la mucosa intestinal y
transformado en monoglutamatos®. El folato no excretado que permanece en el interior
celular actia como donante y receptor de unidades de un carbono, que son sintetizadas en
la célula durante el metabolismo y serdn transportadas de una reaccion a otra en forma de
derivados del folato®®. Cuando el tetrahidrofolato (THF) llega al interior celular es
transformado en S-metiltetrahidrofolato -5-MTHF- gracias al enzima 5-MTHF
reductasa’’. El 5-MTHF se transforma nuevamente en THF y durante este proceso el
aminoacido homocisteina emplea el proton expulsado en esta reduccidon enzimatica para
generar metionina. En esta reaccion estan implicados la enzima metionina sintasa junto

26,28,29

con la vitamina B12 como coenzima , en la denominada via de la remetilacion, que

es parte del ciclo de la metionina y esta conectada con el ciclo de los folatos™ (Figura 4).
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Figura 4. El Acido Félico, Metabolismo y Metilacion.

La 5,10-metilentetrahidrofolato es requerida para la sintesis de acidos nucleicos, y la 5-
metiltetrahidrofolato es necesaria para la formacion de metionina a partir de la homocisteina. La
metionina, en la forma de donante de metilo S-adenosilmetionina (SAM), es esencial para muchas
reacciones de metilacion bioldgicas, incluyendo la metilacion del ADN. La
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una enzima dependiente de la riboflavina y FAD
que cataliza la reduccion de la 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato. SAM; S-
adenosilmetionina, SAH, 5-adenosilhomocisteina; 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 metilacion,
que consiste en la union de grupos metilo (-CH3) a determinadas moléculas como el ADN.
En las células eucariotas, los patrones de metilacion son especificos de cada tejido y estan

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

31,32

numero de citosinas (C) unidas por un enlace fosfato (p) a guaninas (G)” *. En el genoma

33,34
L

de los mamiferos, aproximadamente el 70% de las islas CpG estan metiladas as



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

. 31,35
los genes regulados por estas regiones no son expresados”

. Esto permite que la
metilacion del ADN modifique la expresion génica sin alterar la secuencia del material
genético, mecanismo conocido como epigenética®. Los patrones de metilacion en las
células somaticas son generalmente estables y heredables, sin embargo, son
reprogramados ampliamente en las células germinales y durante el desarrollo embrionario
temprano, siendo la metilacion de novo particularmente activa en estos estadios. El patron
de metilacion de los gametos es borrado por una desmetilacion generalizada cerca del
estadio de 8 células. A partir de entonces, la metilacion del ADN adquiere patrones
especificos durante el desarrollo embrionario®. Este mecanismo epigenético durante el
desarrollo embrionario regula la expresion de multiples vias genéticas que comandan en

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

. . 36
diferentes estructuras, entre ellas las craneofaciales™.

3.3 El acido folico y las fisuras labiopalatinas

La relacion entre las CCNs y los niveles de folato es de particular interés debido al papel
critico de estas en el desarrollo embrionario de estructuras craneofaciales. Las CCNs son
especialmente susceptibles a deficiencias de folato debido a su alta tasa de division y su

L. .y cr. 3
papel en procesos criticos como la gastrulacién y neurulaciéon®’. Esto, a su vez, puede



resultar en defectos del tubo neural y esta potencialmente vinculado con la aparicion de
NSOFCs.

Por otro lado, la suplementacion con acido folico 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 metabodlicos necesarios para un desarrollo celular 6ptimo y para la prevencion de
anomalias en las etapas criticas del desarrollo embrionario *****.

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 proteinas y que presentan variantes asociadas a riesgo de OFC*'. Uno de los genes
mas 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 sustitucion de una citosina por una timina en la
posicion 677 del ADN, lo que conduce a un cambio en el aminoacido 222 de la enzima,
de alanina a valina (Ala222Val)*. Esta variante de la enzima muestra una actividad
reducida, lo que se traduce en bajos niveles plasmaticos de folato y elevados niveles de
homocisteina en individuos con el genotipo TT*. Dos meta-analisis han evaluado la
relacion entre los genotipos maternos de esta variante y OFC no sindromicas, mostrando
una asociacion significativa para las madres que portan el genotipo TT"*°. Ademas, la

interaccion materna entre los genotipos MTHFR ¢.677C>T y la ingesta materna de folatos



se ha demostrado en el riesgo de OFC". Segiin la poblacién y el polimorfismo estudiados,
los datos indican la existencia de una relacion de esta variante de la enzima y la aparicion
de las OFC™.

Karas N, et al.*

, 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 fext y data mining usando herramientas bioinformaticas. Los
polimorfismos encontrados fueron para el transportador de folato reducido (SLC19AT1),
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 betaina-homocisteina
metiltransferasa (BHMT), la glicina N-Metiltransferasa (GNMT) y los genotipos de ADN
(citosina-5-) -metiltransferasa 3 beta (DNMT3B), en los cuales se confirm6 que los
genotipos variantes de GNMT aumentan el riesgo de OFC. Sin embargo, no esta claro

como la activacion o silenciamiento de estos genes podria afectar el desarrollo

craneofacial y la formacion del paladar.

Ademas del ciclo mencionado, se ha descrito un proceso menos conocido llamado “ciclo
. . e . re:e 50
inutil” o ciclo futil de folato citoplasmatico™. Aunque este proceso no parece ser la fuente

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



importante para el mantenimiento del metabolismo del folato/un carbono’', especialmente
en etapas de altas tasas de proliferacion, como en el desarrollo embrionario y del cancer™.
El ciclo futil del folato incluye la conversion de 5-formiltetrahidrofolato (5-FTHF) en
5,10-meteniltetrahidrofolato (5,10-CH-THF) por 5,10-meteniltetrahidrofolato sintetasa
(MTHES) en presencia de ATP. E1 5,10-CH-THF se convierte a su vez en 5-FTHF por la
serina  hidroximetiltransferasa  citoplasmatica (SHMT1)”. Ademas, SHMTI
citoplasmatica cataliza la conversion reversible de tetrahidrofolato (THF) en 5,10-CH2-
THF (5,10-metilen-THF) en una reaccidon en la que la serina se sintetiza a partir de la
glicina (Figura 5). THF es un cofactor para enzimas involucradas en la sintesis de purinas
y en una ruta de multiples pasos se convierte en 5-MTHF”. Se ha detectado una
microdelecion de la region cromosémica que contiene el gen codificante MTHFS en un
paciente con labio leporino y paladar hendido, entre otros defectos craneofaciales’.
Ademas, un SNP de este gen se ha asociado con el riesgo de OFC en una poblacion de
ascendencia mexicana en Estados Unidos*'. Mientras tanto, el gen SHMTI (17p11.2)

codifica la enzima SHMT citoplasmatica, compuesta de 483 residuos.



CICLO FUTIL DEL FOLATO
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Figura 5. Ciclo futil del folato

S5-formiltetrahidrofolato  (5-formilTHF);  meteniltetrahidrofolato  sintetasa ~ (MTHEFS);
meteniltetrahidrofolato (metenilTHF); 5,10-metilenetetrahidrofolato (metilenTHF); serina
hidroximetiltransferasa citosolica (cCSHMT); 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 como las mutaciones en genes particulares influyen en el riesgo de
NSOFC, ha sido ampliamente utilizado el modelo de raton, debido a la clara similitud de
la anatomia craneofacial humana y murina. Sin embargo, la formacion de paladar ocurre
en una etapa de desarrollo del ratébn que es inaccesible para el observador. Ademas,
mientras que la mayoria de los modelos murinos de OFC involucran el paladar secundario,
en los humanos las fisuras que involucran el labio y el paladar son mas comunes que las
de paladar aislado>*. 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

55
con la de los humanos™.

En los mamiferos, 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 lengua®®, 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

. , r 55,57,58 .
etmoidal se une al neurocraneo, que forma la base del craneo™~">® (Figura 6).



Una variedad de genes implicados en el programa palatogénico murino y humano son
expresados en estructuras craneofaciales andlogas en embriones de pez cebra entre las 36
y las 48 horas posteriores a la fecundacion (hpf), lo que sugiere que este programa se
conserva entre peces y mamiferos™ (Tabla 1, Figura 7). De aqui 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
manipulacion de genes y su menor costo de mantencion en relacion a otros modelos como
el murino. Ademads, en los animales transgénicos, las CCNs craneal pueden marcarse
facilmente con colorantes foto convertibles, lo cual es de particular uso en el estudio del
desarrollo craneofacial, ya que la mayoria de los huesos de la cabeza se derivan de la

1906162 Estas caracteristicas han llevado a los investigadores a emplear este

cresta neura
modelo para explorar las funciones de desarrollo de los genes implicados en las formas
sindrémicas y no sindromicas 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 NSOFCs®.



Figura 6. Visualizacion de estructuras craneofaciales de pez cebra

(A) Vista ventral de estructuras orofaciales de un pez cebra wild-type de 96 hpf tefiidas con azul
de Alcian; Arco de la mandibula (arco 1), cartilago 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 vias genéticas, evaluar efectos de fallas en
genes candidatos y de visualizar los defectos mediante imagenologia, 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 NSOFCs®.



Tabla 1

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

Familia de Evento morfogenético craneo-facial Porcentaje de Ref.
genes o en pez cebra identidad con los
Gen p genes humanos
(%)
Familia hox | -ldentidad de las CCNs que migran al 72 (hoxa2)y49  Paul A Trainor., et
primordio facial (hoxb2) al. 2001; David
. . Chamber., et al.
-Patrén anteroposterior de los arcos
. 2002
faringeos
Familia dix | -Patron dorso-ventral de los arcos faringeos 68 (dix2a) Steven M.
Sperber., et al.
2008, 66
shh -Patrén de movimientos morfogenéticos Johann K.
medio-lateral craneo-faciales Eberhart., et al.
L . 2006, Wada N., et
-Condrogénesis (condensacion y 73 al 2005
proliferacion de CCNs en primordio facial) )
-Palatogénesis
Familia bmp | -Patron de destino ventral del esqueleto 65 (bmp2a)y 71 Alexander C., et al.
craneofacial (bmp4) 2011
-Palatogénesis
sox9 -Condrogénesis (diferenciacion de CCNs a 77 Yan YL., et al.
condrocitos) 2005
sox10 -Induccién y especificacion de las CCNs 61 Paola Betancur., et
al. 2009
col2at -Condrogénesis (formacion de matriz del 83 Kontusaari S., et
cartilago) al. 1991
gsxe -Patrén de destino dorso-ventral intermedio 55 Alexander C., et al.

craneo-facial

2011




gsc

ednt

Familia wnts

-Patron de destino ventral e intermedio
craneo-facial

-Patréon de destino ventral craneo-facial

-Crecimiento dirigido del esqueleto
craneofacial

71

37

73 (wntba) y 76
(wnt5b)

Monica Dixon Fox.,
et al. 2009

Clouthier DE., et
al. 2010

Eugene Curtin., et
al. 2011

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



,  Condrogénesis Osteogénesis

|
|
|
Especificacion de las Patron A-P craneo- Proliferacion y Crecimiento direccional :
CCNs facial condensacibn de CCNs del esqueleto craneo-facial :
| 1
Migracion de las CCNs Patron D-V 4 Diferenciacion Deposito de matriz |
al promordio facial craneofacial de condrocitos cartilaginosa
! 1 1 ! | /. >
T T T T T 71
12 hpf 28 hpf 36 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf

Figura 7. Linea temporal del desarrollo craneo-facial del pez cebra

Se muestran las etapas morfogenéticas ocurridas durante el desarrollo craneo-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 especificacion del patron anterior-posterior (A-P) de los arcos branqueales, dando
origen a las estructuras pre-mandibulares (flechas amarillas), mandibula (flecha roja), arco hioides (flecha verde) y los arcos
faringeos (flechas azules). (C) Luego de la formacion del patron A-P, entre las 24-30 hpf tiene lugar la especificacion del patron
Dorso-Ventral (D-V), comandada por la expresion diferencial, dentro del eje D-V de los arcos faringeos de la familia de genes
dix (distintas tonalidades de purpura). Posteriormente, se inicia la condrogénesis, (32 hpf en adelante), que incluye la
diferenciacion a condrocitos, deposito de matriz extracelular, y (D-E) el crecimiento direccionado de las estructuras orofaciales,
entre otros procesos (rojo: cartilago mandibular; azul: cartilago hioides; plirpura: neuro-craneo; verde: arcos branqueales;). (F)
Finalmente, la formacion del hueso comienza a partir de las 96 hpf (tincion doble de cartilago [azul] - 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 relacion entre las NSOFCs con el estado materno del
metabolismo del folato, donde una deficiencia de este nutriente estd asociado a un
aumento del riesgo de OFC. Los folatos estan involucrados en procesos fundamentales
para el desarrollo embrionario temprano normal, como la metilaciéon del ADN, como
mecanismo epigenético del control de la expresion génica y la diferenciacion celular. Se
han identificado alrededor de 50 genes relacionados con el transporte y metabolismo del
folato, sin embargo, su mecanismo y asociacion con las NSOFCs sigue siendo incierto.
Por lo tanto, el propodsito de este estudio es entregar informacion relevante sobre la
etiologia de las fisuras orofaciales mediante la identificacion de las variantes genéticas
relacionadas con el metabolismo y transporte del folato/un carbono asociadas a fisuras
NSOFC, que sirva de guia para futuras investigaciones que apunten a la prevencion y/o
posibles intervenciones en sujetos que presentan un alto riesgo para este tipo de

malformaciones.



4 HIPOTESIS

Variantes de genes involucrados en el transporte y metabolismo del folato/un carbono
estan asociadas al riesgo de NSOFC en la poblacién 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 asociacion entre variantes genéticas involucradas en el transporte
y metabolismo del folato/un carbono y las NSOFC en la poblacion chilena y su posible

rol en el desarrollo craneofacial en pez cebra.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la presencia de asociacion entre variantes polimorficas de genes del
metabolismo y transporte del folato/un carbono y NSOFCs en la poblacion 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
bioinformaticas 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 inhibicidon enzimatica.



7 MATERIAL Y METODOS

7.1 OBJETIVO 1

7.1.1 Anadlisis de Asociacion 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 seleccion se usaron los siguientes criterios: (1) SNPs ubicados 5 kb rio arriba
del sitio de inicio de la transcripcién y 5 kb rio abajo el triplete de detencion 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 poblacion estudiada (p <0.05). La aplicacion de estos filtros se realizod
utilizando PLINK version 1.9 (genetic tool-set) (http://www.cog-genomics.org/plink/
1.9/). El uso de estos datos genéticos esta aprobado por la Comité Etico Cientifico de la
Facultad de Odontologia 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  Andlisis estadistico

El procesamiento del conjunto de genotipos y los andlisis estadisticos se realizé utilizando
PLINK 1.9. Se realiz6 un analisis de regresion logistica para evaluar la asociacion de SNP
bajo los modelos alelo (aditivo), dominante y recesivo. La prueba exacta de Fisher se
utiliz6 para comparar la distribucion del genotipo entre casos y controles. Se realizo el
analisis de componentes principales. Los componentes principales 1 y 2 se incluyeron en
los andlisis de regresion logistica como covariables para obtener valores de p ajustados
para la estratificacion de la poblacion. La tasa de descubrimiento falso (FDR) se utiliz
como método de correccidon por comparaciones multiples. El limite del valor p ajustado

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



7.2 OBJETIVO 2

7.2.1 Anadlisis funcional de las variantes genéticas del metabolismo del folato/un
carbono mediante herramientas bioinformadaticas

Utilizamos herramientas bioinformaticas para predecir el efecto funcional de las variantes
con resultados significativos en el objetivo 1, para asi, ser seleccionadas para su
evaluacion en el objetivo 3.

Se realizd un andlisis funcional usando HaploReg para explorar anotaciones de las
variantes no codificantes con potencial efecto en la regulacion de la expresion génica
mediante marcas epigenéticas. Para predecir el efecto de cémo una sustitucion de
aminodcidos afecta la funcion de la proteina, utilizamos SIFT SCORE y PolyPhen-2
score. Se realizd un andlisis de la asociacién de una variante con la expresion génica
usando la plataforma GTEx (Genotype-Tissue Expression). Se utilizO6 Human Splicing
Finder para la deteccion de elementos introénicos y exdnicos y Transfac, para el potencial
efecto de una variante sobre sitios de unién de factores de transcripcion, asi como la

regulacion transcripcional.



7.3 OBJETIVO 3

7.3.1 Lineas de peces cebra y mantencion

Se utilizaron las lineas de pez cebra wild type Tiibingen (WT TU). Estos son mantenidos
en el bioterio/acuario del LEO Lab del ICBM, Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile, acorde a metodologias estandar’®. Los embriones se obtuvieron por desove natural
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y se mantuvieron en medio E3 en una incubadora a 28°C, segtin protocolos establecidos’”.

7.3.2 Ensayo de inhibicion tardio de la enzima SHMT]I en el pez cebra

Para este ensayo se utilizaron embriones en estadio tardio (28-30 horas posteriores a la
fertilizacion (hpt)) del desarrollo, en los cuales se inhibi6 la funcién de la enzima shmtl
durante la etapa de la condrogénesis (30-48 hpf) del desarrollo craneofacial®*™*’.

Cuando los embriones WT TU alcanzaron el estadio necesario para comenzar el ensayo,
fueron decorionados mediante forceps Dumont n°5, y traspasados a una placa de 24
pocillos (10 a 12 embriones por pocillo), se eliminé el medio E3 1X de cada pocillo y se
le agrego la solucion del inhibidor a una concentracion de 100, 200, 400, 800 uM y 1 mM
disuelta en 1 mL de medio E3 1X estéril preparada a partir de una solucion stock de SHMT
Hitl de 200 mM/dimetilsulféxido 0,5% (Sigma, Aldrich) y se agregd a cada pocillo en
condiciones protegidas de la luz, ya que este compuesto es fotosensible. Las placas se
incubaron a 28,5°C durante toda la noche. Como control, se utilizd dimetilsulféoxido

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



inhibicion se realizaron en triplicado para el inhibidor y para el control®*. Al dia siguiente
se elimin6 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 agregd 1-phenyl 2 thiourea (PTU) y las larvas se dejaron

incubando hasta los 4,5 dias post fertilizacion (dpf) para realizar el analisis de fenotipo.

7.3.3 Anadlisis del fenotipo craneofacial en embriones de pez cebra en presencia del
inhibidor de la enzima shmtl
Para describir el fenotipo craneofacial se utilizo la tincion de Azul de Alcian libre de &cido
para visualizar las estructuras cartilaginosas®’. Los experimentos de tincién de alcian se
realizaron en embriones de 4,5 dpf, las cuales fueron eutanasiadas por tricaina al 1% y
fijadas en paraformaldehido (PFA) 4%°’. Posterior a la realizacion de la tincion de
cartilago, los embriones fueron disectados mediante forceps Dumont n°5 y microsurgical
knife 15°, 5.0mm (Depth Green), y fueron montados en un portaobjetos con glicerol 100%
para su visualizacion. La captura de imagenes se realizd bajo un microscopio Nikon
Eclipse 80i con el objetivo 10x y 40x, utilizando una camara fotografica Nikon Digital
Sight DS-Fil, vinculada al software NIS-Elements F3.0. Las imagenes fueron procesadas
mediante el software ImageJ (NIH, Boston, MS, EE. UU.). Para el analisis cefalométrico
se midieron tres puntos de interés: el &ngulo entre el ceratotil y el punto de la linea media

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



linea media anterior proximal y posterior distal del etmoides); y la longitud del ceratotil
(punto mas lateral derecho e izquierdo del ceratotil y la union antero-lateral derecha e
izquierda del ceratotil con el basihial)’’. Para el anélisis de la relacién entre el tamafio de
la cabeza y el tamaio del cuerpo se midi6 el tamafio de la cabeza y el largo total de cada
individuo en todos los grupos. El tamafio de la cabeza se midio desde el extremo
anterior/medio del cartilago de Meckel hasta el extremo posterior medial del 7° arco
faringeo, mientras que el largo total se midi6 desde el extremo mas anterior/medial de la
cabeza hasta la cola. Los datos se obtuvieron midiendo 6 embriones por condicién
experimental para el andlisis de las estructuras craneofaciales y 20 embriones para el

analisis alométrico.

7.3.4 Analisis Estadistico
El analisis 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 analisis de la relacion alométrica se realizé una regresion lineal, la cual se ajustd
para cada grupo por separado, utilizando el tamafio de la cabeza como variable
independiente y el largo total como variable dependiente. La relacion entre los grupos se

realizé mediante la comparacion de las pendientes de los grupos para determinar si existe



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

tratado con la inhibicién de la enzima shmtl.



8 RESULTADOS

8.1 Analisis de Asociacion genotipo-fenotipo

Se reclutaron un total de 247 casos de OFCs no sindrémicos y 481 controles sanos. Se
analizaron los genes relacionados al metabolismo y transporte de folato/un carbono donde
se encontrd que el SNP rs1979277 dentro del gen SHMT1 esta 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 poblacién chilena’'. Decidimos
seleccionar este SNP ya que tiene evidencia de ser funcional sobre la actividad de la
enzima’’. La evidencia de la funcionalidad de esta variante se basa en estudios que han
demostrado como esta variante genética altera la actividad de la enzima SHMTI1. Estos
estudios han indicado que el SNP rs1979277 resulta en un cambio aminoacidico que afecta
directamente la eficiencia catalitica de la enzima, influyendo asi en el metabolismo del

folato y posiblemente en el riesgo de OFC*"*>%,



Tabla 2

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

una poblacion chilena

Cromosoma SNP Posicion Alelo de OR Limite superior  Limite inferior P P-FDR GEN
(PB) riesgo

17 rs1979277 18232096 A 0.6138 0.4303 0.8755 0.007058  0.04756 SHMTI
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 NOSI
17 157946 17409560 C 1.741 1.226 2472 0.001947 0.438 PEMT
17 rs4646409 17410053 T 1.643 1.199 2.252 0.002005 0.438 PEMT
21 1s76668025 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 SLCI94.




8.2 Analisis funcional de las variantes genéticas del metabolismo del folato/un
carbono mediante herramientas bioinformaticas

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

el cromosoma 17 en la posicion 18232096 pb correspondiente al exon 12 del gen humano

SHMT y la sustituciéon G > A resulta en un cambio de leucina a fenilalanina y se traduce

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

figura 8 se observa la visualizacion 3D de la enzima y el sitio de la mutacion. La

herramienta LDlink (https:/ldlink.nci.nih.gov/) indic6 que este SNP no estd en

desequilibrio de ligamiento (LD) (r2 > 0.8) con otras posibles variantes funcionales. Segiin
la puntuaciéon SIFT (0,03) y PolyPhen-2 (0,00) se predice que esta mutacion es
BENIGNA. Sin embargo, estudios previos han sugerido que esta variante podria tener
efectos funcionales mas alla de los que indican estas puntuaciones bioinformaticas’*”.
Ademas, de acuerdo con la informacion de la base de datos GTEx, hemos encontrado que
la variante rs1979277 se asocia con la disminucion de la expresion del gen SHMT1 en los

arcos faringeos. Esta informacion complementa las predicciones bioinformaéticas y apoya

nuestra eleccion de esta variante para realizar el andlisis experimental.



Figura 8. Enzima SHMTI Humana

Visualizacioén 3D de la enzima SHMT1 humana con el sitio de la mutacién marcado en rojo.

8.3 Analisis 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 inhibicion de la enzima en lineas de pez cebra wild type Tiibingen acorde con
protocolos previamente establecidos’***. Con el objetivo de determinar la concentracion
adecuada del inhibidor para obtener defectos en la morfogénesis craneofacial, se realizd
una estandarizacion del ensayo de inhibicion, utilizando inicialmente, concentraciones del
inhibidor de SHMT Hit 1 de 2 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM y 100 uM. 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 pM, 200 uM, 400 uM, 800

uM y 1 mM. Los criterios para obtener una dosis 6ptima de inhibidor fueron: (i) no inducir



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

literatura’’.

Utilizando concentraciones desde 100 uM del inhibidor, se obtuvo leves cambios en la
morfologia craneofacial, observandose un acortamiento discreto en los cartilagos
etmoides y ceratotil y un leve aumento en el angulo entre el cartilago ceratotil y el basihial
(figura 9G-I). Estos cambios son dosis dependiente, ya que se hacen mas evidentes a
medida que se aumenta la concentracion del inhibidor. La tasa de mortalidad en los
embriones a estas concentraciones de inhibidor fue nula y no se observo necrosis. En los
embriones tratados con el inhibidor a una concentracion de 1 mM mostraron cambios
fenotipicos significativos. Se observo un moderado acortamiento del neurocraneo anterior
resultando en una hendidura. El acortamiento de la placa etmoidal es particularmente

55,57,59 .y
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relevante, ya que constituye un fenotipo indicativo de OF
importante, ya que este fenotipo es producido por el acortamiento de los procesos
palatinos (figura 9K, asterisco). El andlisis del esqueleto de la mandibula mostré un
acortamiento del cartilago ceratotil (figura 9L). Ademas, tanto el cartilago de Meckel
como el palatocuadrado exhibieron una tincién homogénea con azul de alciano, sugiriendo
la conservacion de su integridad y la forma de la estructura. En contraste, en los controles

tratados con vehiculo DMSO 0,5 % a 4,5 dpf, la tincidon con azul alcian revel6 un esqueleto

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



El andlisis morfométrico de las estructuras orofaciales mostré una disminucion
significativa de la longitud del etmoides (p=0.0022) y del cartilago ceratotil (p=0.0022),
mientras que el dngulo formado en el cartilago ceratotil con el basihial (p=0,03) en el
grupo de concentracion de 1 mM de inhibidor presenta un aumento significativo (figura
9L). Estos hallazgos muestran un acortamiento de las estructuras orofaciales inducido por
la inhibicion de la enzima shmtl. Los resultados sugieren que la inhibicion en la funcién
de shmtl 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 morfologia normal del
esqueleto cartilaginoso, lo que incluye OFC®. Las malformaciones morfologicas
orofaciales observadas, se pueden interpretar en el pez cebra como diversos grados de
OFC, ya que, tanto el acortamiento de la placa etmoidal (analogo del paladar en
mamiferos) y del cartilago ceratotil, asi como el aumento del angulo formado entre el

cartilago ceratotil y el basihial representan fisuras orofaciales en este modelo®”.
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Figura 9. Inhibicion de shmtl en pez cebra



Vistas de la tincion con azul alcian de las estructuras orofaciales del pez cebra a 4,5 dpf: dorsal
(neurocraneo) (A, D, G, J); ventral (viscerocraneo) (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), mandibula (cartilago
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 morfoldgicos en
los elementos cartilaginosos. Grupo Inhibidor 100 pM (G-I): Se observa un leve acortamiento del
etmoides y del cartilago ceratotil. Ademas, se evidencia un aumento del angulo conformado por
el cartilago ceratotil y basihial. No se observan cambios morfologicos en los elementos
cartilaginosos del viscerocraneo. Grupo Inhibidor 1 mM (J-L): Se observa una disminucion
significativa de la longitud de etmoides y cerarotil (p=0,0022), un aumento significativo del angulo
conformado por el cartilago ceratotil y basihial (p=0,03). Se observa acortamiento de los
elementos del viscerocraneo. Los graficos muestran la longitud de la placa etmoidal de los
embriones con el inhibidor y los embriones del grupo control, la longitud del cartilago ceratotil de
los embriones con el inhibidor y los embriones del grupo control y del angulo conformado por el
cartilago ceratotil y basihial (M-O: n=6 por condicion). (Abreviaciones: et, etmoides; t, trabécula;
cartilago de Meckel; pq, palatocuadrado; c, ceratotil; pa, arcos faringeos; pb, placa basal). Barra
de escala 100 pum.

Los resultados observados respecto a la disminucion de la longitud de las estructuras
craneofaciales luego de la inhibicion de la enzima shmtl, podrian también explicarse por
un efecto de la disminucion 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 realiz6 un
analisis de regresion lineal para analizar la relacion alométrica entre el tamafio de la cabeza
y el largo total en cada grupo (n=20). El analisis de alometria realizado explora la relacion
entre la longitud de la cabeza y la longitud del cuerpo del pez cebra en las diferentes
concentraciones del inhibidor de la enzima shmtl. La regresion lineal se ajustd para cada
grupo por separado, utilizando el tamano 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 lineas para determinar si existe



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

tratado con la inhibicion de la enzima shmtl (Figura 11).

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

Vistas de la tincion de azul de alcian en pez cebra en DMSO 0,5% (A-D), 100 uM (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 morfologicos en los
elementos cartilaginosos (A-H). Grupo Inhibidor 1 mM (I-L): Se observa un leve cambio
morfologico no significativo en los elementos cartilaginosos del cuerpo del pez cebra. Se observa
una disminucion significativa en el tamafo de la cabeza en las vistas lateral y dorsal (p=0.002).
Barra de escala 100 pm.
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Figura 11. Grdfico de Alometria entre la cabeza y el cuerpo del pez cebra

Relacion 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 uM, 1 mM). p= 0.6,
0.653, 0.707 en los grupos DMSO 0,5%, 100 uM y 1 mM, respectivamente.

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

Tabla 3

Analisis de alometria

Grupo Ecuacién Pendiente R’
DMSO 0,5% Y=0,072*X + 2,6 0,072 0,016
100 uM 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 R
para los grupos DMSO 0,5%, 100 uM y 1 mM, respectivamente.



La pendiente calculada en cada grupo experimental indica la relacién alométrica entre la
longitud de la cabeza y la del cuerpo en los embriones de pez cebra. Nuestro andlisis se
centr6 en determinar si existia una correlacion significativa entre estas dos medidas en

cada uno de los grupos: control (DMSO 0,5%), 100 uM 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 estadisticamente
significativa entre las pendientes observadas en cada grupo y una pendiente de cero o nula,
lo cual indica que, dentro de los rangos de concentracion del inhibidor, no se observa una
correlacion estadisticamente 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 inhibicion de shmtl no tiene
un impacto significativo en la proporcion del crecimiento entre la cabeza y el resto del

cuerpo de los embriones de pez cebra.

El valor de R” es una medida de qué tanto de la variacion en la longitud de la cabeza puede
ser explicada por la variacion en la longitud del cuerpo®™. En este caso, los valores de R

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 variacion en la longitud de la cabeza en este
experimento.

La inhibicion de la enzima shmtl en las concentraciones experimentales utilizadas no
afecta significativamente la relacion 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 reduccion
en las estructuras craneofaciales y no implican una disminucion general en la longitud
total de los embriones.

Nuestros resultados indican que la enzima shmtl es necesaria para el desarrollo normal
del esqueleto craneofacial en el pez cebra. La inhibicion de shmtl llevo a defectos
significativos en el largo de la placa etmoidal y el cartilago ceratotil. Este acortamiento es
caracteristico de las fisuras orofaciales, lo que sugiere que la pérdida de la funcion de

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



9 DISCUSION

9.1 Analisis de Asociacion genotipo-fenotipo
Existe evidencia que las variantes de los genes implicados en el ciclo del folato estan
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asociadas con OFCs en distintas poblaciones’**

. Este hecho fue evaluado previamente
en poblacion chilena donde SNP rs1801133 (c.677C>T; p.Ala222Val) del gen MTHFR es
un factor de riesgo para este defecto congénito™.

Hemos analizado la asociacion 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 correccion de multiples comparaciones, solo el SNP
rs1979277 del gen SHMT se asoci6 significativamente con NSCL/P para nuestra muestra
(Tabla 2) donde el alelo menor (A) presentd una frecuencia mayor en los controles que en
los casos y, por lo tanto, puede considerarse un factor protector.

Como se mencion6 anteriormente, SHMT1 codifica la enzima citoplasmatica SHMT que
transfiere una unidad de un carbono a 5,10-CH2-THF desde THF junto con la conversion
de glicina en serina®. Esta enzima citoplasmatica puede modificarse mediante
SUMOilacién, lo que conduce a su translocacion al nucleo para garantizar la
disponibilidad de folatos para la biosintesis de timidilato’®. En cuanto a la relacién entre

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

como un factor de riesgo para defectos del tubo neural en una poblacion india’’. Sin



embargo, otro informe publicado en Gran Bretafia describe esta variante como un factor
protector materno contra los defectos del tubo neural”®. En comparacion con la enzima de
tipo salvaje, el polimorfismo p.Leu474Phe disminuye la afinidad del SHMT1 humano por
sus sustratos’*. Las madres portadoras del genotipo AA tienen niveles mas bajos de
homocisteina plasmatica y recuentos mas altos tanto de globulos rojos como de folatos
plasméticos que aquellas madres con genotipo GG'. Asi, la disminucion de la actividad
de esta enzima puede ralentizar la conversion de THF a 5,10-CH2-THF, aumentando la
disponibilidad de THF como cofactor para la sintesis de purinas y su conversion a 5-
MTHEF, proporcionando unidades de un carbono para la sintesis de SAM™.

Esta hipotesis del bloqueo metabdlico también estd respaldada por otros autores que
describieron un efecto protector en relacion a los defectos del tubo neural para esta
variante’®. La variante p.Leu474Phe altera la SUMOilacién del SHMT citoplasmatico, lo
que afecta su capacidad para translocar al niicleo”. No obstante, una reduccién en la
actividad nuclear de SHMT1 podria ser compensada por la isoforma mitocondrial de la
enzima que, al igual que la forma citosolica, puede translocar al nucleo.

A pesar de que las predicciones bioinformdaticas no muestran un impacto significativo de
la variante rs1979277 en la actividad enzimatica de SHMT]1, la evidencia en la literatura
sugiere que esta variante desempefia un papel funcional en diversos aspectos de la

actividad de SHMT.



Estudios anteriores han demostrado que, aunque esta variante no altera directamente la
actividad catalitica de la enzima, si afecta el transporte nuclear de SHMT1. Esta alteracion
en el transporte nuclear conduce a una sintesis de timidilato ineficiente, resultando en la
acumulacién de la proteina SHMT]1 alterada en el citoplasma. Esta acumulacion puede
inhibir reacciones de metilacion celular que son esenciales para la embriogénesis y el
desarrollo fetal temprano’’. Ademés, los datos obtenidos de la base de datos GTEx
sugieren que el polimorfismo rs1979277 en el gen SHMTI1 estd asociado con una
disminucioén en la expresion del gen. La reduccion en la disponibilidad de SHMTT1, debido
auna menor expresion génica, podria resultar en una actividad enzimatica moderadamente
reducida, lo que a su vez influiria en el equilibrio del metabolismo del folato y otros
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procesos metabdlicos relevantes para el desarrollo craneofacial®.

Un nivel 6ptimo de actividad de SHMTT1, es crucial para el desarrollo normal del paladar
y otras estructuras orofaciales”. Una actividad enzimatica moderadamente reducida
podria prevenir una proliferacion celular excesiva o una migracion inadecuada de células
en el paladar en desarrollo, procesos que han sido implicados en la etiologia de las fisuras
orofaciales'”'. Ademas, esta moderacion en la actividad de SHMT1 podria favorecer un
equilibrio entre la disponibilidad de folatos y la demanda de grupos metilo para procesos
criticos, como la metilacion del ADN, que son esenciales para el desarrollo normal del
tejido craneofacial. En este sentido, la variante rs1979277 y su asociaciéon con una menor

expresion de SHMT1 (segiin GTEX) ilustran como las variaciones genéticas pueden influir



en este fino equilibrio. Un nivel optimo de actividad de SHMT]1 podria tener un efecto
protector, pero una desregulacion en esta actividad, podria tener efectos adversos en el
desarrollo humano, particularmente en estructuras complejas como el paladar y otras
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regiones orofaciales

Algunos autores proponen por otro lado, que la variante rs1979277 tiene un efecto
estabilizador en la enzima SHMT1, ya que influiria en la estructura tridimensional de ésta,
haciendo que sea mas estable y menos propensa a la degradacion, esto podria permitir que
la enzima funcione durante mas tiempo y/o en condiciones mas adversas, lo que

potencialmente podria mejorar el metabolismo del folato®.

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

Nuestros hallazgos proporcionan evidencia de que la inhibicion de shmtl en embriones
de pez cebra tiene un impacto significativo en la morfologia craneofacial. En particular,
observamos un acortamiento en el cartilago etmoidal y ceratohial que variaron segun la
dosis de inhibicion de esta enzima, lo que se asemeja a la aparicion de OFC en mamiferos.
Esta observacion sugiere un papel crucial de shmtl 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 proliferacion y diferenciacion celular en el desarrollo craneofacial.



Estos estudios resaltan la importancia de shmtl en el desarrollo normal del esqueleto
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craneofacial™™".

El acortamiento de la placa etmoidal y del cartilago ceratotil podria ser debido a una
alteracion en la proliferacion y/o la diferenciacion de las células de la cresta neural que
contribuyen a estas estructuras. La enzima shmtl, juega un papel vital en el metabolismo
del folato y en la sintesis de ADN, podria ser necesaria para la proliferacion de estas
células o para su diferenciacion en condrocitos. Estos resultados concuerdan con otros
autores sobre el papel del folato y la proliferacion celular en el desarrollo

. 0,81,82,86
craneofacial 81828

En el modelo de raton, la enzima shmtl, ha sido estudiada como un factor critico en la
etiologia de los defectos del tubo neural sensible al folato. Esta cumple la funcion de
regular la distribucion de unidades de un carbono en procesos celulares esenciales como
la biosintesis de timidilato y la remetilacion de homocisteina, tanto en el citoplasma como
en el nucleo'”. Alteraciones en la actividad de shmtl pueden tener consecuencias
significativas a nivel celular. Una actividad reducida de shmtl podria disminuir la
disponibilidad de unidades de un carbono necesarias para la sintesis eficiente de
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timidilato . Esto es crucial, ya que el timidilato es un componente esencial para la

sintesis de ADN. Una sintesis deficiente de timidilato puede conducir a la incorporacién



de uracilo en el ADN en lugar de timina, provocando una inestabilidad genémica. Esto
puede manifestarse en una gran variedad de problemas celulares, incluyendo una
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reduccion en la capacidad de las células para proliferar adecuadamente .

Es importante destacar que la enzima shmtl no solo es esencial en el metabolismo del
folato y la sintesis de ADN, sino que también se ha demostrado que su expresion es
particularmente notable en regiones criticas durante el desarrollo del pez cebra’'.
Precisamente, el mensajero de shmtl se expresa en el tubo neural durante la fase
premigratoria de las células de la cresta neural, y en los arcos faringeos durante la fase
postmigratoria de estas células. Este patron de expresion apoya la hipdtesis de que SHMT1
podria tener un papel vital en la proliferacion y/o diferenciacion de las células de la cresta
neural, las cuales son fundamentales para la formaciéon de diversas estructuras

craneofaciales.

A pesar de la inhibicion de shmtl con altas dosis, los fenotipos observados en nuestros
experimentos no fueron severos, lo que sugiere la posibilidad de mecanismos
compensatorios. Una hipotesis es que otras enzimas del metabolismo del folato, como
shmt2, podrian tener roles redundantes, compensando parcialmente la falta de actividad
de shmtl. La enzima SHMT?2, al igual que SHMT1, participa en la ruta del metabolismo
de un carbono, pero a diferencia de shmtl, su expresion y funcidon se localizan
principalmente en la mitocondria. En el modelo de pez cebra, la expresion de shmt2 se ha
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observado en varias estructuras durante etapas clave del desarrollo embrionario .



Particularmente, estudios han mostrado que SHMT?2 se expresa en regiones criticas para
el desarrollo neurolégico y en tejidos que contribuyen al sistema vascular. Esta
distribucion es consistente con el papel de SHMT2 en los procesos metabdlicos
mitocondriales, que son cruciales para el desarrollo y funcionamiento de tejidos con alta
demanda energética. Especificamente, la expresion de shmt2 en el pez cebra se ha
documentado en el cerebro en desarrollo, asi como en el corazéon y en los tejidos

musculares, donde la demanda de sintesis de ADN y de grupos metilo es alta'®.

Ademas, en respuesta a una funcion reducida de shmtl, otras enzimas y vias metabdlicas
relacionadas con el ciclo del folato, como las enzimas de la via de remetilacion y sintesis
de timidilato, podrian compensar con su actividad y asi mantener la disponibilidad de
metabolitos. Estas enzimas clave como mthfr, mtr y tyms, se expresan también en regiones
relevantes para el desarrollo craneofacial y podrian aumentar su actividad en respuesta a

la funcion reducida de shmtl. Este mecanismo compensatorio asegura la continuidad de
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procesos metabdlicos esenciales para el desarrollo craneofacial’*”*®.

La expresion del gen shmtl en regiones clave que contribuyen al desarrollo de las
estructuras craneofaciales subraya la importancia de su papel en este proceso. Comprender
como la inhibicion de esta enzima puede resultar en el acortamiento de estas estructuras
es crucial. Por lo tanto, es esencial continuar investigando cémo la expresion de shmtl
podria afectar la proliferacion y/o diferenciacion de las células de la cresta neural para
obtener una comprension mas completa de la biologia subyacente a estos fenémenos del

desarrollo.



Es interesante observar que, en el estudio de asociaciéon en humanos, el SNP en SHMT1
asociado con una menor actividad enzimatica evidenciada de manera informaética, parece
tener un efecto protector, mientras que la inhibicion de la actividad enzimatica en el pez
cebra se relaciona con el fenotipo de OFC. Esta aparente contradiccion podria explicarse
considerando las diferencias en los mecanismos de compensacion y vias metabdlicas entre
las especies. Ademas, debemos considerar la diferencia entre una reduccion moderada y
controlada de la actividad de la enzima (como podria ser el caso con el polimorfismo
rs1979277) versus la inhibiciébn 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 shmtl1, como el asociado con el polimorfismo rs1979277, sea adecuado para
mantener un desarrollo normal del paladar, a la vez que ofrece proteccion contra fisuras
orofaciales al restringir una actividad excesiva que podria ser perjudicial.

Esto podria suceder, por ejemplo, si la SHMTI1 demasiado activa contribuye a la
proliferacion celular excesiva o a la migracion inadecuada de células en el paladar en

86,93 . IR . .
3 Por otro lado, una inhibicion de shmtl, como la inducida en los

desarrollo
experimentos realizados, podria llevar la actividad de la enzima por debajo del umbral
necesario para un desarrollo normal, resultando en fisuras orofaciales. Asi, es posible que

haya un nivel 6ptimo 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



. . 93 . . , . . .
resultar en malformaciones orofaciales ”. Sin embargo, se requieren mas investigaciones
para confirmar esta hipotesis y para entender completamente como la actividad de SHMT1

influye en el desarrollo del paladar.

El enfoque de este estudio, combinando analisis 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 inhibicion, buscamos comprender el
impacto directo de la ausencia de la funciéon de shmtl en el desarrollo craneofacial

basandonos en la asociacion genética encontrada en humanos.

Sin embargo, para explorar mas a fondo los efectos de las variantes funcionales especificas
que hemos identificado, podriamos utilizar alguna técnica de edicidon genética como
CRISPR-Cas9 para crear modelos de pez cebra que reflejen estos cambios genéticos
especificos, ensayos de inmunofluorescencia para la fosfohistona H3 (pH3) y ensayos de
TUNEL para analizar proliferacion y apoptosis, respectivamente, asi como hibridacion
in situ para la deteccion de la expresion de genes especificos involucrados en la
diferenciacion del desarrollo craneofacial en pez cebra. Estos estudios deberian considerar
las posibles diferencias en la estructura y funcion de los genes y proteinas entre especies,
para proporcionar una comprension mas precisa de como las variantes genéticas afectan

el desarrollo craneofacial.



10 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran la asociacion entre la variante rs1979277 del gen
SHMT1 y las fisuras orofaciales no sindromicas (NSOFCs) en la poblacion chilena. Esta
asociacion, indicada por un OR de 0.61, sugiere un efecto protector de esta variante,

respaldando hallazgos anteriores en poblaciones similares.

A través de andlisis bioinformaticos y experimentales, reportamos que la variante
rs1979277 modifica la actividad de la enzima SHMTT, lo que afecta el metabolismo del
folato y tiene implicaciones directas en el desarrollo craneofacial. A pesar de que algunas
herramientas bioinformaticas califican esta mutacion como benigna, la evidencia
funcional indica que esta variante influye en la disponibilidad de unidades de carbono y

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

Los ensayos de inhibicion de la enzima SHMT 1 en pez cebra han proporcionado evidencia
directa de que la inhibicioén en la actividad de esta enzima durante etapas criticas del
desarrollo puede resultar en fenotipos andlogos a las fisuras orofaciales en humanos. El
uso de concentraciones elevadas del inhibidor de SHMT1 condujo a cambios
morfolégicos 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 relacion con las malformaciones
craneofaciales. Los hallazgos sugieren que intervenciones dirigidas a la actividad de
SHMT1 podrian ser exploradas mediante estrategias terapéuticas, incluyendo un ajuste
personalizado en la suplementacion de 4cido folico para prevenir las NSOFCs. Ademas,
se recomienda realizar estudios adicionales que utilicen técnicas de edicion genética como
CRISPR-Cas9 para replicar y estudiar el efecto funcional de rs1979277 para validar estos
resultados y permitir una comprension mas profunda de los mecanismos subyacentes y su

aplicacion en la prevencion o tratamiento de las fisuras orofaciales.
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MINISTERIO DE SALUD
SERVICIO DE SALUD M. CENTRAL
COMITE ETICO CIENTIFICO
Teléfono: 25746958.5743520

ESR/CGNS/matv

(Acta N°110/05) N°564/2017

CERTIFICADDO

DR. EMILIANO SOTO ROMO, en calidad de Presidente del Comité Etico-Cientifico (CEC), del
Servicio de Salud Metropolitano Central, constituido por resolucion exenta N°1303 de fecha 26 de
septiembre del 2002 de la Direccién de dicho Servicio y Acreditado por la SEREMI-RM mediante
resolucion N° 048975 del 30 de Julio del 2015, certifica que en sesion expedita del 12 de Julio del
2017, EI CEC SSMC acusa recibo de carta fechada el 06 de Junio del 2017 y recibida el 06 de Julio
del 2017 del Tecnélogo Médico Don José Suazo Sanhueza, de la Universidad de Chile,
investigador principal del estudio FONDECYT N°1170805 denominado: “Fisuras orofaciales no
sindrébmicas en Chile: el rol de biomarcadores parentales del metabolismo del
folato/metabolismo monocarbonado”, quien envia para analisis y aprobacion los siguientes con los
cambios solicitados por el CEC- SSMC mediante el certificado de plenaria N° 65 del ano 2017. El
investigador local para el Hospital Clinico San Borja Arriaran (HCSBA), es el Dr. Roberto Pantoja
y para el Hospital EI Carmen (HEC) es el Dr. Pedro Barrios.

Cabe destacar que el rol de subinvestigadora lo ejercera la Dra. Rosa Pardo y que se realizara

en el Hospital Clinico San Borja Arriaran (HCSBA), Hospital El Carmen (HEC) y Hospital San
Juan de Dios

- 03 copias del Consentimiento informado HCSBA version 2, fechada el 06 de Mayo del 2017.
Documento de 05 péginas.

- 03 copias del Consentimiento informado HEC versién 2, fechada el 06 de Mayo del 2017.
Documento de 05 paginas.

- 03 copias de la Hoja denominada ‘Codigo”, versién 2, fechada el 06 de Julio del 2017.
Documento de 02 paginas.

-03 copias de Hoja denominada “Familia N° version 2, fechada el 06 de Julio del 2017.
Documento de 02 paginas.

Luego de la presentacién y la lectura de los documentos, considerando los criterios relevantes en
el analisis de protocolos: utilidad social, validez cientifica, investigador idéneo, relacién riesgo—
beneficio favorable, seleccién equitativa de las personas, proteccion a la confidencialidad vy la
utilizacion de consentimiento informado, el CEC-SSMC decide Aprobar:

-Protocolo: “Fisuras orofaciales no sindrémicas en Chile: el rol de biomarcadores parentales
del metabolismo del folato/metabolismo monocarbonado”, sin fecha y sin version.

- Consentimiento informado para el HCSBA versién 1, fechada el 02 de Mayo del 2017. Documento
de 05 paginas. Se firma, se fecha y se timbra.



- Consentimiento informado para el HEC versién 1, fechada el 02 de Mayo del 2017. Documento
de 05 paginas. Se firma, se fecha y se timbra.

- Hoja denominada “Cédigo” versién 2. fechada el 06 de Julio del 2017. Documento de 02 paginas.
Se firma, se fecha y se timbra.

- Hoja denominada “Familia N® versién 2, fechada el 06 de Julio del 2017. Documento de 02
paginas. Se firma, se fecha y se timbra.

Se recuerda a los investigadores que:

- La validacién ética dura un afo y que de acuerdo a la actual normativa, el investigador tiene la
responsabilidad en comunicar al CEC, todo lo relacionado con el estudio: modificaciones,
enmiendas, eventos adversos, desviaciones, suspension del estudio, término del estudio, cierre
del sitio, etc.

- Para los estudios que duren menos de un ano, los investigadores tienen el compromiso de
hacer llegar el informe de término de la investigacion.

- EI CEC-SSMC tiene la facultad de realizar visitas en terreno a los sitios de investigacién, como
parte del seguimiento de los estudios. De acuerdo a la normativa vigente, dichas visitas se avisaran
con al menos 48 horas de antelacion.

Para ingresar las nuevas versiones de documentos, se solicita a los investigadores hacer
llegar:

- Carta conductora dirigida al Dr. Emiliano Soto Romo, solicitando la aprobacion, (traer en
duplicado).

- Fotocopia del presente certificado lo que permitira facilitar el analisis y acortar los tiempos de
respuesta.

- 02 ejemplares de cada documento a analizar, los cuales se someteran a revisién expedita con
la asistencia de un reducido nimero de miembros. Los documentos deben venir impresos por

ambos lados de sus hojas y dejando espacio para la correspondiente validacion por parte del CEC-
SSMC, donde firma, fecha y timbra cada una de las paginas que lo componen.

Se adjunta fotocopia de la carta enviada por el investigador, firmada, fechada y timbrada.

La sesion expedita de fecha 12 de Julio del 2017, contd con la presencia del Dr. Jaime Bitran, Dr.
Victor Hanna, Sra Victoria Soto, Sra. Carmen Gloria Notario Sanchez y el Dr. Emiliano Soto Romo.

%

' ro = DR.EMILIANO SOTO ROMO

EJECUTIVA CEC AN x/ PRESIDENTE CEC
SANTIAGO, 12-07-2017 NEop e SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO CENTRAL

Direccién Servicio de Salud Metropolitano Central gl 1
Victoria Subercaseaux #381, Santiago, Chile S
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