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Análisis mutacional del gen
Homeobox de segmento muscular
1 (MSX1) en chilenos con fisuras
orales

Alexandre R Vieiraa, Silvia Castillo Taucher, Teresa Aravena,
Carmen Astete, Patricia Sanz, María Eugenia Tastetsb,
Luis Monasterio, Jeffrey C Murray

Mutational analysis of the muscle
segment homeobox gene 1 (MSX1) in
Chilean patients with cleft lip/palate

Background: Mutations of the MSX1 gene may contribute to non-
syndromic forms of cleft lip and/or cleft palate. Aim: To search for mutations of MSX1 coding re-
gions, including one highly conserved non-coding region in the single intron, among Chilean pa-
tients with cleft lip/palate. Patients and Methods: We studied 45 patients with cleft lip/palate
and their parents. Oral mucosa samples were obtained with a swab. DNA was extracted and am-
plified by PCR. Results: Two missense mutations (G16D and G34A) were identified in this study
that may be useful for future admixture studies. The G16D mutation appears to disrupt a possible
splicing site and may contribute to clefting in this population. Conclusions: Rare MSX1 muta-
tions are found in some cases of cleft lip and/or cleft palate but others remain to be found most
likely in other regulatory regions of the gene (Rev Méd Chile 2004; 132: 816-22).
(Key Words: Abnormalities, multiple; Cleft lip; Genome library; MSX1 gene; Mutation, missense).
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La fisura de labio con o sin fisura palatina
(FL/P), y paladar fisurado aislado (FPA) no

sindrómicos, son defectos comunes y de etiología
diversa. Ocurren en 1/690 nacimientos en pobla-
ciones sudamericanas1,2. La población chilena ha
sido intensamente estudiada en cuanto a las fisuras.
Los cálculos de riesgo de recurrencia y análisis de
segregación compleja para FL/P apoyan la hipóte-
sis de genes mayores involucrados en la susceptibi-
lidad de FL/P y FPA, en Chile3-7. Estudios previos
han investigado posibles asociaciones entre FL/P y
MSX1, TGFA (transforming growth factor alpha),
TGFB3 (transforming growth factor beta 3), y
marcadores para microsatélites ubicados en 4q, 6p,
17q y 19q7-18.

MSX1 ha sido propuesto como un candidato
especialmente poderoso, basado en el fenotipo
del ratón knockout (con ausencia del gen)19.
Estudios de asociación de MSX1 con FL/P y FPA
apoyan, adicionalmente, un rol de MSX1 en
fisuras no sindrómicas17,18,20-23. Un reporte en
una familia holandesa con una mutación sin
sentido en posición 105 en MSX1, que segrega en
una forma autosómica dominante para fisura y
agenesia dental, sugiere que, particularmente en
casos familiares, pueden identificarse mutaciones
en MSX124. Más recientemente, un tamizaje pobla-
cional para mutaciones en MSX1 en 917 indivi-
duos fisurados, encontró mutaciones
potencialmente etiológicas en 16, incluyendo mu-
taciones sin sentido en aminoácidos conservados
y mutaciones puntuales en regiones conservadas
no identificadas en algunos de 500 individuos
controles secuenciados en este estudio25.

Buscamos mutaciones en MSX1 en un grupo de
pacientes con fisuras orales, para determinar si
mutaciones en MSX1 pueden ser etiológicas (como
aquella descrita en la familia holandesa)24 en una
parte sustancial de casos chilenos con fisura de labio
y paladar.

MATERIAL Y MÉTODO

Fueron colectadas muestras de mucosa oral toma-
das con un hisopo especialmente diseñado (Cyto-
Soft Brush CP-5B) de 45 pacientes afectados y sus
padres en la Fundación «Dr. Alfredo Gantz Mann»
y la Sección Genética del Hospital Clínico Univer-
sidad de Chile, desde noviembre de 2000 hasta

diciembre de 2001. Este proyecto tuvo la aproba-
ción institucional local del Comité de Revisión y
consentimiento informado de todos los sujetos.

El ADN fue extraído de acuerdo a protocolos
publicados26 en el Craniofacial Anomalies Re-
search Center, University of Iowa. Se realizaron
PCRs en 10-25 µl volúmenes conteniendo 10-20
ng ADN/µl; 200 µM cada uno de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP; 1,5 mM MgCl2; 10 mM Tris/HCl pH
8,3; 50 mM KCl; 0,001% (w/v) gelatina; 0,25-1,0
µM de cada partidor; y 0,01-0,02 unidades Taq
polymerasa/µl. A continuación del ensamblaje, las
reacciones fueron cubiertas con 50 µl de aceite
mineral.

Siguiendo la amplificación del ADN, ocho
pares de partidores traslapados, abarcando los dos
exones de MSX1, fueron amplificados y revisados
en todas las muestras de los casos y sus padres, en
búsqueda de polimorfismos de conformación de
única hebra (SSCPs)21. Además, también se exami-
nó una sección de 400 pares de bases del intrón
con 80% de homología de nucleótidos del ra-
tón16,25. Se realizó secuenciamiento directo de la
región intrónica y de la primera serie del partidor
del exón 1 y 2. No fueron posibles más secuencia-
ciones debido a limitaciones en la calidad de la
muestra. Partidores de PCR no incorporados y
trifosfatos de deoxinucleótidos en la muestra
fueron eliminados antes de la secuenciación, por
aislamiento de la banda deseada en un gel de
agarosa al 2% acoplado a una columna de
purificación27. El ciclo de secuenciación fue reali-
zado en una reacción de 20 ul, usando 4 ul de
reactivo de secuenciación ABI Big Dye Terminator
(versión 2 o versión 3), 1 ul de 5 uM de partidor
de secuenciación, 1 ul DMSO, 4 ul de 2,5 X Buffer,
y 2,5 ng/100 bp de templado de ADN. Siguiendo
el paso de denaturación a 96°C por 30 s, las
reacciones fueron secuenciadas en ciclo a 96°C
por 10 s, 50°C por 5 s, y 60°C por 4 min por 40
ciclos. El aseo de químicos de la versión 2 fue
realizado utilizando columnas de giro Centricep
(Princeton Separations, Adelphia, NJ). Los produc-
tos fueron evaporados hasta secarlos bajo presión
(Savant Instruments, Farmingdale, NY), resuspen-
didos en 2-4 ul buffer de carga, calentados por 4
min a 95°C y 1 ul cargado en un secuenciador
Applied Biosystems 373SL. El aseo de los quími-
cos versión 3 fue realizado en una plancha
Multiscreen Sequence, 384 well format (Millipore,
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Bedford, MA), resuspendido en 40 ul, y 2,5 ul
inyectado en un secuenciador Applied Biosystems
3700.

Se utilizó el software de secuenciación ABI
(versión 2.1.2) para localizar sendas y first pass
base calling (Perkin Elmer). Los cromatogramas
fueron transferidos a una estación de trabajo Unix
(Sun Microsystems Inc., Mountain View, CA), de
referencia con PHRED (versión 0.961028), ensam-
blado con PHRAP (versión 0.960731), escaneado
por POLYPHRED (versión 0.970312) y los resulta-
dos visualizados con el programa CONSED (ver-
sión 4.0)28.

RESULTADOS

Había 27 pacientes con fisura labiopalatina, siete con
fisura palatina aislada, tres con fisura labial única-
mente, cuatro con una fisura submucosa de paladar,

dos con secuencia de Robin, uno con fisura palatina
y anomalías de VATER (alteraciones vertebrales,
atresia anal, fístula traqueoesofágica, alteraciones
renales) y uno con una fisura facial como una de las
manifestaciones de un síndrome orofaciodigital. Un
resumen de las variantes de MSX1 encontrados en
este estudio puede verse en la Tabla 1.

Se encontraron dos mutaciones sin sentido:
G16D y G34A. La mutación G34A fue descrita
antes en individuos no afectados y es un sitio
polimórfico conocido21. La mutación G16A tam-
bién fue descrita previamente pero sólo en dos
individuos no afectados7,25. En el presente estu-
dio, cuatro individuos presentaron la mutación
G16D y sólo uno tenía una fisura (su madre
también es portadora de la variante). Sin embargo,
el individuo afectado no tenía copias del alelo
común. Este paciente era un heterocigoto para el
sitio polimórfico de repetición CA (alelos 173
bases pares - 171 bases pares)29. La Figura 1

FIGURA 1. Representación esque-
mática del gen humano MSX1 y
ubicación de las variantes encon-
tradas en este estudio. Cajas ne-
gras son exones, cajas grises son
regiones 5' and 3' no traducidas,
caja gris con márgenes negros es
la región intrónica homóloga hu-
mano-ratón. Subrayados indican
regiones del gen que fueron revi-
sados en este estudio.

Tabla 1. Polimorfismos del gen MSX1 en pacientes chilenos con fisuras orales

Sitio Frecuencia* Cambio nucleótido Aminoácido Detectado antes

36 bases pares de la iniciación
de la traducción del codón 0,1375 G � A –– Si21

Exón 1 0,027 G � A Gly16Asp Si16,25

Exón 1 0,025 C � G Gly34Ala Si21,37

Exón 2 0,0625 G � A Leu181Leu Si21

6 bases pares después del
codón de término 0,265 C � T –– Si21,37

*Las frecuencias han derivado de los padres no afectados disponibles para el estudio.
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muestra un diagrama del gen MSX1, indicando las
regiones estudiadas para mutaciones y los sitios
polimórficos encontrados.

Para la mutación G16D, se realizaron dos
experimentos bioinformáticos, intentando validar
el potencial rol etiológico de esta variante. Usa-
mos el software ESEfinder disponible en línea en
http://www.exon.cshl.org/ESE/ para predecir la
presencia de incrementadores de clivaje exónico
(ESEs), que parecen ser muy prevalentes, y po-
drían estar presentes en la mayoría, si no en todos
los exones30,31. Para el sitio de la variante G47A
(G16D), la secuencia silvestre parece contener
una secuencia exónica incrementadora TTCGGC
que, se piensa, sirve como sitio de unión para una
proteína específica rica en serina/arginina - SRp55
(score= 3.018034; mínimo umbral= 2.676). La
secuencia mutada destruye esta secuencia exónica
incrementadora y crea una nueva (CGACAAG;
score= 4.578333; mínimo umbral= 2.67) para una
proteína diferente, rica en serina/arginina, SRp40.

Segundo, usamos el servidor analizador de
secuencia de proteínas (PAS) (http://bmerc-
www.bu.edu/psa/) para predecir probables es-
tructuras secundarias de la proteína y comprobar
si la mutación G16D alteraría la estructura vatici-
nada32-34. MSX1 parece tener una hebra desde los
aminoácidos 8 a 11 que forman un lazo desde los
aminoácidos 12 a 27 y luego un espiral que
comienza en la posición 28. No hay cambios
sustanciales de este patrón en la secuencia mutan-
te G16D.

DISCUSIÓN

Las muestras incluidas en este estudio provenían
principalmente de individuos con fisura labiopala-
tina aislada. A pesar de que, históricamente, la
fisura palatina aislada ha sido separada etiológica
y embriológicamente de las fisuras que compro-
meten el labio o el labio y la porción anterior del
paladar óseo, trabajos recientes sugieren que esto
puede no ser una división absoluta. Muchos
estudios han desarrollado análisis separados para
FL/P y FPA, pero una mutación sin sentido en
MSX124 tenía ambas, fisura aislada de labio y
fisura palatina aislada en la misma genealogía.
También el síndrome van der Woude35, una forma

mendeliana monogénica de fisura, incluye ambas,
fisura aislada de labio y fisura palatina, sugiriendo
al menos que algunos mecanismos para fisura
labial pueden ser compartidos para fisura palatina.
Tampoco excluimos casos de fisurados con ano-
malías asociadas porque creemos que mutaciones
en MSX1 podrían contribuir tanto a formas aisla-
das como sindrómicas de fisuras como se eviden-
cia en una mutación de término que causa el
síndrome de Witkop36.

Este trabajo muestra que mutaciones en las
regiones codificantes de MSX1 no son una causa
común de fisuras en la población chilena. En un
caso, quizá, un defecto en MSX1 contribuye a la
fisura en asociación con otra variante en un gen
diferente. Este paciente es un heterocigoto para la
mutación en G16D y para el sitio polimórfico de
repeticiones CA (alelos de 173 bases pares - 171
bases pares)29. El alelo de 173 bases pares había
sido asociado con fisura en estudios previos en la
población chilena12,16.

El aminoácido 16 de la proteína MSX1 no está
conservado entre humanos y ratones, sin embar-
go, ambos, humanos y ratones, tienen un aminoá-
cido no polar en esta posición (ambos Mus
musculus y Ratus norvegicus tienen una alanina).
Bos Taurus (vaca) tiene también una glicina en
esta posición, y Gallus gallus (gallina) tiene una
serina, un aminoácido polar no cargado del grupo
hidroxilo. La mutación en G16D cambia un ami-
noácido polar no cargado por un acídico polar
cargado, y teniendo dos copias del alelo mutado,
o ninguna copia del alelo normal podría ser el
defecto causante de la enfermedad.

La mutación G16D no parece alterar la estruc-
tura proteica de MSX1 de acuerdo a la predicción
del servidor PAS32-34, sin embargo, el cambio de
guanina a adenina en la posición 47 parece
interferir un posible incrementador exónico y
puede crear un nuevo sitio de clivaje del ADN. Se
piensa que los incrementadores exónicos sirven
como sitios de unión para proteínas específicas
ricas en serina/arginina, una familia de factores de
clivaje estructuralmente relacionados y altamente
conservados, caracterizados por uno o dos moti-
vos de reconocimiento de ARN y por un dominio
C-terminal distintivo altamente enriquecido en
dipéptidos arginina/serina (el dominio RS). Los
motivos de reconocimiento de ARN medían unio-
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nes secuencia-específicas al ARN, y así determinan
especificidad de substrato, mientras el dominio RS
parece estar comprometido principalmente en
interacciones proteína-proteína. Las proteínas ri-
cas en serina/arginina que ligan a incrementado-
res exónicos de clivaje pueden promover
definición exónica por reclutamiento directo de la
maquinaria de clivaje a través de su dominio RS o
por antagonizar la acción de elementos silencia-
dores cercanos30,31. El cambio G47A podría con-
tribuir a la fisura si desbarata la especificidad del
mecanismo de clivaje. Debido a que los indivi-
duos heterocigotos típicamente no presentan fisu-
ra, se requeriría ya sea la mutación G16D junto
con otra variante genética en otro gen para
producir fisura o la forma homocigota de la
mutación podría producir el defecto.

Frecuencias presentadas en la Tabla 1, proce-
den de padres sanos de casos fisurados y pueden
tener un sesgo de selección. Un grupo control
chileno no afectado y sin historia familiar de
fisuras podría presentar frecuencias diferentes. La
asociación entre fisuras orales y la repetición
MSX1-CA previamente descrita en Chile12,16 po-
dría estar reflejada en frecuencias sesgadas hacia
el aumento, si las variantes descritas en la Tabla 1
están en desequilibrio de ligamiento con la varian-
te de repeticiones MSX1-CA.

La frecuencia del cambio 6 bases pares des-
pués del codón de finalización es de 26,5% en el
presente estudio (Tabla 1), lo que es mayor que
las frecuencias reportadas anteriormente para sud-
americanos (13,4%), norteamericanos de Iowa
(23%), y filipinos (7,1%)7,25. Se ha demostrado
que esta variante está en completo desequilibrio
de ligamiento con la repetición en una población
de Iowa25, en un moderado desequilibrio de
ligamiento en una población sudamericana7, y en
un débil desequilibrio de ligamiento en filipinos25.

La frecuencia de G34A en nuestro estudio (2%,
Tabla 1) es mayor que la frecuencia reportada en
estudios previos con poblaciones sudamericanas
(que eran menores a 1%)7,25, sin embargo, es
mucho más baja que la frecuencia de 20% reporta-
da por el CEPH (Centre d’etude du polymorphisme

humain) en población procedente de Europa37.
Se ha mostrado que la variante G34A está en
moderado desequilibrio de ligamiento con la
repetición MSX1-CA en los filipinos, pero en débil
desequilibrio de ligamiento en poblaciones de
Iowa y sudamericanas7,25.

Estas diferencias pueden estar dadas por ses-
gos de selección, pero pueden reflejar diferencias
reales encontradas específicamente en Chile.

Hasta la fecha, la rara mutación G16D sólo ha
sido encontrada en sudamericanos7,25 (más de
500 individuos no afectados de muchas poblacio-
nes diferentes fueron investigados en estos estu-
dios previos). Esto es un indicio de que este
polimorfismo es población-específico, probable-
mente relacionado al ancestro amerindio. Las
primeras dos personas descritas con esta variante
pertenecían a la tribu Karatiana localizada en el
estado de Rondônia en Brasil y la segunda al
estado de São Paulo, Brasil7,25. Trabajos previos
realizados en Chile correlacionan el ancestro
amerindio y el riesgo a las fisuras38, y quizá las
variantes G16D y G34A pudieran ser marcadores
de miscegenación que puedan ser utilizados en
estudios futuros.

Estudios previos en la población chilena apo-
yan la hipótesis que la variación genética en el
locus MSX1 es un gen predisponente involucrado
en la susceptibilidad, dependiente del sexo a las
fisuras y que también diferencia familias simplex
(con un solo afectado) de multiplex (varios afecta-
dos)12,15. Los hallazgos positivos para la asociación
entre el locus MSX1 y fisura7,18,20-23 sugieren que
hay más mutaciones a ser encontradas en MSX1, y
así, regiones regulatorias conservadas adicionales
serán importantes de identificar en el futuro.
Alternativamente, una de las variantes polimórficas
descritas mostrando desequilibrio de ligamiento, ya
sea por sí mismas (la repetición CA intrónica) o en
desequilibrio con aquella variante, puede ser el
alelo predisponente. Repeticiones de dinucleótidos
y tetranucleótidos pueden ocasionalmente alterar la
expresión génica en líneas celulares humanas y de
ratas39,40, sugiriendo que el análisis funcional de
esta región será importante.
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