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RESUMEN

Los defectos congénitos mayores tienen una incidencia del 3 al 5% en los recién nacidos
vivos (RNV) a nivel mundial y en México se encuentran entre las 10 primeras causas de
mortalidad infantil representando cerca del 10% de los casos. Entre los defectos congénitos
mayores mas frecuentes se considera a las hendiduras orofaciales y entre ellas en particular
estan el labio y paladar hendido (LPH) como la cuarta causa mas comdn de malformaciones

congénitas en humanos con una incidencia mundial de 1 en 600 a 1:1,000 RNV.

La etiologia del LPH aislado es multifactorial o poligénica por lo que el fenotipo es el
resultado de la interaccion del efecto acumulado de multiples genes sumado al efecto de las
influencias ambientales y corresponde al 90% de todos los casos de LPH. Dentro de los
factores ambientales reconocidos se incluyen por ejemplo la deficiencia de &cido félico, por
lo que el medio ambiente y el estado nutricional del feto pueden ser factores en la
presentacion del LPH. Se ha determinado que existe una asociacion o predisposicién a
LPH ante la presencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR la cual es importante para
la regulacién del metabolismo del &cido folico ya que la presencia de este polimorfismo
Ileva a un aumento de los niveles de homocisteina en sangre. Lo anterior induciria defectos
en la migracion de las células de la cresta neural por la inhibicion competitiva de los
receptores de N-metilo-D-aspartato (NMDA) actuando como un antagonista. La
homocigocidad para el alelo mutado C677T resulta en un enzima termolabil, con
disminucion en su actividad del 50-60% a 37°C. Los individuos homocigotos o
heterocigotos presentan niveles elevados de homocisteina en plasma con niveles bajos de

folatos,

El objetivo de este estudio fue conocer la frecuencia del polimorfismo C677T del gen
MTHFR en una poblacion de pacientes mexicanos en edad pediatrica con labio y/o paladar
hendido no sindrémico y sus madres que acudieron a consulta al HIMFG entre 2007 y
2008.



Para su analisis clinico a los pacientes se les dividio en tres grupos: Pacientes con labio
hendido, con LPH unilateral derecho o izquierdo, LPH bilateral. Se incluyeron un total de
32 pacientes con LPH y sus madres correspondiendo a los siguientes grupos: labio hendido
con a 5 Pacientes, LPH unilateral que incluyd a 20 y LPH bilateral que fueron 7 pacientes.

Se obtuvo muestra de sangre periférica para extraccién de DNA de los 32 binomios (madre-
hijo) lo que representd un total de 64 muestras para analisis molecular El analisis del
polimorfismo se realiz6 mediante la técnica de fragmentos de restriccién de longitud
polimorfica (RFLP’s). En el grupo de los pacientes el genotipo mas numeroso con 16
casos (50%) fue el heterocigoto CT, el segundo con 14 (43.75%) correspondid al genotipo
TT que es homocigoto para el alelo mutado y finalmente solo 2 casos (6.25%) para el
homocigoto para el alelo silvestre CC. EIl analisis de genotipos en el grupo de madres
determiné que el tipo mas frecuente fue el TT con 15 casos (46.87%), el segundo el CT con

14 casos (43.75%) y finalmente solo 3 casos se encontraron para el homocigoto CC.

Si se considera la correlacion de fenotipo con genotipo, la presentacion clinica mas severa
correspondié al LPH bilateral en donde hubo 5 de 7 casos (71.42%) de binomio madre-hijo
ambos homocigotos TT. Este dato aunque interesante, no puede considerarse como el factor
etioldgico de mayor peso, en primer lugar porque la herencia es multifactorial y en segundo
porque en el grupo de LPH unilateral si bien fue el mas frecuente, hubo 4 binomios madre-
hijo homocigotos TT (20%). La frecuencia reportada del polimorfismo C677T en poblacion
general mexicana es mayor que en otras poblaciones lo que podria explicar que en nuestros

32 pacientes y en sus madres haya una alta frecuencia del alelo T.



. INTRODUCCION

Los defectos congénitos incluyen todas las variantes anatdmicas o funcionales que
se escapan al patron de desarrollo normal humano, se presentan al nacimiento y en el caso
de las malformaciones mayores interfieren con las funciones corporales ocasionando

invalidez o incluso la muerte en etapa temprana (Gallegos Rivas et al., 2007).

Los defectos congénitos mayores tienen una incidencia del 3 al 5% en los recién nacidos
vivos (RNV) a nivel mundial y en México se encuentran entre las 10 primeras causas de
mortalidad infantil representando cerca del 10% de los casos (Gallegos Rivas M et al.,
2007). Entre los defectos congénitos mayores mas frecuentes se considera a las hendiduras
orofaciales y entre ellas en particular estan el labio y paladar hendido (LPH) como la cuarta
causa mas comun de los desordenes congenitos en humanos. La incidencia mundial va de 1
en 600 a 1:1,000 RNV para LPH y es de 1:1,500 RNV para el paladar hendido aislado
(Mclnnes R et al., 2004). La incidencia reportada ha variado dependiendo del &rea
geogréfica, grupo étnico e incluso nivel socioeconémico de la poblacion estudiada

presentado un patron de herencia multifactorial (Oneida A. et al., 2007).

La incidencia reportada en México de LPH es de 1.39 casos por 1000 RNV, por lo que
podria hacerse la consideracion de que en promedio se presentan 3,521 casos nuevos cada
afio y que cada dia nacen 9.6 nifios afectados en todo el pais, lo que equivale al 3.06% de
las malformaciones congénitas reportadas anualmente (Trigos I. et al., 2003, Gallegos
Rivas et al., 2007). En nuestra Institucion las malformaciones congénitas, deformidades y
anomalias cromosémicas constituyen la primera causa de solicitud de atencion en la
consulta externa correspondiendo al 29.5% de las consultas atendidas y al 21.5% de las
causas por hospitalizacion. EI LPH aislado es la causa nimero 14 de las malformaciones
congénitas atendidas y representan a su vez el 1.23% del total de atencion, siendo por
ejemplo la 5ta causa de solicitud de atencién en consulta externa para el servicio de Cirugia
Plastica (Archivo HIMFG., 2006).

Las hendiduras orofaciales son grupo de anomalias heterogéneas y si bien existen diferentes
tipos de alteraciones clasificadas de acuerdo a su severidad y a las estructuras afectadas, la



presentacion clinica més frecuente es el LPH que corresponde a un 35-55% de los casos,
seguida por el paladar secundario hendido que corresponde a un 30 a 45% de los casos, lo
menos frecuente es el labio hendido aislado que afecta del 10 al 30% de los casos (Seibert
W., 2004).

El LPH es mas comun en los varones y el PH se presenta con mayor frecuencia en las
mujeres (Lidral Andrew C. et al., 2004). Asi mismo el LPH unilateral es mas frecuente del
lado izquierdo que del lado derecho y la proporcion de afectacion de pacientes con LPH
unilateral izquierdo, unilateral derecho y bilateral es de 6:3:1 (Steavenson R.E., 1993).

1.1. DESARROLLO EMBRIONARIO DE LA CARA

1.1.1 Formacion de las estructuras faciales

Para entender las diferentes variedades del LPH es necesario conocer el desarrollo
embrionario de la cara. La formacion de la cabeza deriva del aparato faringeo y casi todas
las anomalias congénitas en esta region se originan durante la transformacion de éste hacia
sus derivados adultos que son sensibles a insultos genéticos y ambientales (Mclnnes R et
al., 2004).

La formacion de la cara en la porcion cefalica del embridn inicia hacia la 3ra semana de
gestacion (sdg). El estomoideo o boca primitiva sirve como punto de referencia del
desarrollo facial, ésta depresidn que se encuentra entre la cabeza y el pericardio es separada
del intestino anterior por la membrana bucofaringea y se rompe en el dia 26 de desarrollo

(Fig. 1).
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Figura 1.- Se muestra un corte (linea roja) de embridn de raton de 9 dias que corresponde a 28 dias en el
humano con técnica de microscopia electrénica de barrido. La Fig.1a sefiala el lugar del corte transversal,
Fig.1b indica la posiciéon del estomoideo y la posicion de la faringe y de la membrana bucofaringea se

sefialan con flechas blancas en la Fig.1c (Modificado de www.med.unc.edu).

Los arcos faringeos (AF) inician su desarrollo en la 4ta semana derivandose de
prominencias surgidas alrededor del estomoideo en la parte superior y lateral de éste. Los
AF aparecen como elevaciones superficiales a los lados de la faringe en desarrollo. Hacia el
final de la 4ta semana se observan externamente cuatro pares de arcos bien definidos, el 5to
y 6to arcos son rudimentarios. Cada AF tiene un componente adrtico, cartilaginoso,
muscular y nervioso, los cuales contribuyen a la formacion de la cara, cuello, cavidades
nasales, boca, faringe y laringe. Alrededor del estomoideo se observan en pares los
procesos 0 prominencias faciales encontrandose: la prominencia maxilar lateralmente, la
prominencia mandibular en posicion caudal, mientras que la prominencia frontonasal

constituye el borde superior del estomoideo (Fig.2).
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Figura 2.- Se muestra un embrién humano analizado por microscopia electrénica de barrido correspondiente
a la 5ta sdg. La localizacién de los procesos faciales en relacién con el ler y 2do AF se indica por flechas.

Estan sefialados del 1ro al 4to los AF (Modificado de www.med.unc.edu).

A cada lado de la prominencia frontonasal se observan las placodas nasales como
engrosamientos locales del ectodermo superficial. Durante la 5ta semana se invaginan para
formar las fositas nasales u olfatorias; el mesenquima de estas placodas prolifera originando
elevaciones en forma de herradura Ilamadas procesos nasales mediales (lado interno) y

laterales (lado externo) (Fig.3).
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Figura 3.- Se muestra la posicion de los procesos faciales en un embrion de ratén de 10 dias que corresponde

a la 5ta sdg humana. (Modificado de www.med.unc.edu)

La proliferacion del mesenquima de las procesos maxilares ocasiona su crecimiento en
direccién medial y acercandose a los procesos nasales. La migracion medial de estas
prominencias mueve las prominencias nasales mediales hacia el plano medio y ambos
procesos maxilares y nasales mediales se fusionan entre si. Los procesos nasolaterales se
mueven hasta ponerse en contacto con los procesos maxilares en ambos lados. A medida
que se fusionan las prominencias nasomediales, se forma el segmento intermaxilar que
origina: la parte media o filtrum del labio superior, la premaxila y su encia, y el paladar
primario o premaxila (paladar triangular) (Fig.4).



Figura 4.- Esquema de la formacién del tercio medio facial. Fig. 4a Sombreado azul:
proceso nasal lateral, Fig. 4b Sombreado amarillo: proceso nasal lateral, Fig. 4c Sombreado

naranja: proceso maxilar (Modificado de Sandler T.W., 1996).

El labio superior se forma a partir de los procesos nasales mediales y del proceso maxilar.
La nariz se forma a partir de cinco prominencias faciales: la prominencia fronto nasal da
origen al puente de la nariz; los procesos nasales mediales fusionados forman la cresta y la

punta y los procesos nasales laterales forman las alas de la nariz.

El proceso mandibular da lugar al menton, labio inferior y regiones inferiores de la mejilla.
Los labios y encias comienzan a desarrollarse cuando un engrosamiento lineal del

ectodermo o ldmina labio-gingival crece hacia el mesenquima subyacente.

Los labios y mejillas primitivas son invadidas por mesenquima proveniente del segundo AF
que se diferencia hacia musculos faciales y reciben innervacion del VII nervio facial. El
mesenguima del primer arco se diferencia hacia musculos de la masticacion que reciben

inervacion del trigémino.

El paladar secundario que esta formado por las partes dura y blanda del paladar, se extiende
hacia atras a partir de la fosa incisiva, iniciando su desarrollo en la 6ta sdg a partir de las
proyecciones internas de los procesos maxilares llamados procesos o crestas palatinas que
entre la 7ma y 8va sdg se alargan y ascienden en posicion horizontal hacia la lengua.



Inicialmente la lengua se encuentra entre los procesos palatinos pero conforme avanza el
desarrollo se dirige hacia abajo mientras que los tabiques palatinos medialmente se dirigen
hacia arriba. El tabique nasal se desarrolla como un crecimiento hacia abajo de las partes
internas de los procesos nasales mediales fusionados. La fusion entre el tabique nasal y los
procesos palatinos comienza en la parte anterior durante la 9na sdg y terminan en la parte
posterior (Moore K., 2001).

De manera gradual se desarrolla hueso en el paladar primario y forma la premaxila. Al
mismo tiempo se extiende hueso desde los maxilares y huesos palatinos hacia los procesos
palatinos laterales para formar el paladar duro. Las partes posteriores no se osifican,

forman el paladar blando y su proyeccion conica blanda es la Uvula (Fig.6).

Figura 6.- Formacién del paladar secundario. Corte frontal de la cabeza de un embrién de 6 semanas y media.

Unidn de las crestas palatinas (Sandler T.W., 1996).



1.1.2 Participacion de las células de la cresta neural.

Las células de la cresta neural son una poblacion de células con capacidad
pluripotencial que tienen un papel critico en la formacion de la cabeza, se desprenden de la
zona adyacente al limite entre el neuroectodermo y el resto del ectodermo para organizarse
en mesenquima. EI romboencefalo, al igual que otras estructuras embrionarias toma una
disposicion segmentaria, en rombomeros, desde los cuales las células de la cresta neural
migran para contribuir a la formacién de: mesénquima de los arcos branquiales y sus
derivados: mandibula, ganglios espinales, nervios craneales, células de Schwann,
melanocitos odontoblastos, parte de hueso, cartilago y tejido conectivo de las estructuras
craneofaciales, capsulas sensoriales, dermis facial y armadura cefélica (Duque Osorio J. et
a., 2003) (Fig. 7).

b)

Figura 7.- Migracion de las células de la cresta neural (CN). a) Células de la CN. b) Posicion segmentaria del
romboencéfalo en rombomeros desde el cual migran las CN a los arcos AF (Modificado de Mclnness R 2006

y www.med.unc.edu).
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Las hendiduras orofaciales como el LPH se originan entonces de un defecto en la migracion
de las células de la cresta neural el cual podria estar relacionado con diversos eventos como
por ejemplo el tener un ndmero de células menor al requerido para el desarrollo normal, la
falta de migracion o a una incompleta capacidad inductiva, resultando estos tanto en la
detencidn del desarrollo facial como en la falta de fusidn de las prominencias y los procesos
faciales (Trainor PA et al., 2002).

1.2 CLASIFICACION DEL LPH

El labio hendido (LH) puede ocurrir con o sin paladar hendido mientras que las
hendiduras del paladar secundario pueden ocurrir como un defecto aislado y se consideran
entidades etioldgicas diferentes que se clasifican en dos fenotipos: 1) hendiduras labiales
con o sin paladar hendido (LPH) y 2) hendiduras palatinas (HP) (Andrew C., 2004). Por la
complejidad de las estructuras orofaciales se han desarrollado diferentes clasificaciones de
LPH, por ejemplo la propuesta por Kermaham y Stark en 1958 que se muestra en la Tabla
lyFigs.8y09.

TABLA 1. CLASIFICACION DEL LPH SEGUN KERMAHAM Y STARK

GRUPO | GRUPO I GRUPO Il
Hendiduras paladar primario (labioy premaxila)  H. Paladar secundario H. paladar primario y
secundario
a) Unilateral a) Total a) Unilateral
(derecha, izquierda) (derecho, izquierdo)
e Total e Total
e  Subtotal e  Subtotal
b) Media b) Subtotal b) Medio
e  Total (premaxila ausente) e Total
e  Subtotal (rudimentaria) e  Subtotal
c) Bilateral ¢) Submucoso c) Bilateral
e Total e Total
e  Subtotal e  Subtotal

(Modificado de Mathes S J., Plastic Surgery 2006).
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Figura 8.- Se correlaciona la variabilidad de expresion clinica en relacion a severidad (forma, tamafio y
extension de las hendiduras del paladar primario) con la clasificacién de Kermaham y Stark (Modificado de

Seibert R 2000 y con fotos clinicas de pacientes con LPH del HIMFG tomadas con consentimiento
informado).

]

Fisura labio palatina Fisura palatina Fisura bilateral completa
unilateral completa labio palatina

Figura 9.- a) Fisura labio palatina unilateral completa. b) Fisura palatina aislada. c,d) Fisura bilateral
completa labio palatina (Modificado McCarthy J.G., 1990).
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1.3 ETIOLOGIA DEL LPH

La etiologia del LPH aislado es multifactorial o poligénica por lo que el fenotipo es
el resultado de la interaccién del efecto acumulado de multiples genes sumado al efecto de
las influencias ambientales y corresponde al 90% de todos los casos de LPH. En el restante
10% de los casos el LPH se asocia a mas 400 entidades conocidas entre ellas por ejemplo la
trisomia 13 (Ulrich Muller., 2005, OMIM, 2008).

1.3.1 Herencia multifactorial

En la herencia multifactorial intervienen genes predisponentes (como es el caso
particular del LPH) cuya accién y namero son dificilmente identificables y confieren
predisposicion genética. En 1965 Falconer propuso el modelo de “umbral o propension”.
Cuando se sobrepasa cierto nimero de unidades de predisposicion o propension se cruza un
“umbral” y los individuos estaran afectados en caso de que se afiada un ambiente propicio
(Yong ID., 1999). Dentro de los factores ambientales reconocidos se incluyen por ejemplo
la hipoxia (por tabaco o altitud), alcohol y talidomida y la deficiencia de &cido félico, por lo
que el medio ambiente y el estado nutricional del feto pueden ser factores en la
presentacion del LPH (Guizar J., 2000, Mclnnes R et al., 2004).

La herencia multifactorial toma en cuenta para el asesoramiento genético los siguientes
parametros: 1) Severidad de la malformacion, 2) Relacién de parentesco con el propositus
ya que el riesgo de recurrencia es mayor entre parientes, asi del 20 al 30% de los pacientes
con LPH tienen antecedentes heredofamiliares (Pezzetti F. et al., 2004), 3) Numero de
individuos afectados en la familia, 4) el sexo del propdsitus, en el LPH la relacién hombre
mujer es de 2:1 y las madres que hayan tenido un hijo afectado tienen de 2 ¢ 3 veces mayor
riesgo de tener otro hijo malformado ya que el umbral es mayor para las mujeres (Young I.
D., 1999).
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La frecuencia de la malformacién congénita varia en las diferentes poblaciones de acuerdo

con su carga genética propia y en la Tabla Il se muestra los riesgos de recurrencia
calculados para el LPH expresados en porcentajes.

TABLA 2. RIESGOS DE RECURRENCIA EN LPH

ESTATUS Paciente afectado con LH con o sin PH (%0) Paciente afectado solo con PH

FAMILIAR (%)
Frecuenciae la 0.1 0.04
poblacion
general

PADRES NO AFECTADOS

Con un hijo afectado el riesgo de tener otro nifio afectado dependiendo de la circunstancia es:

Parientes no 4 2
afectados

Parientes 4 7
afectados

Nifio afectado 2 -
con otra

malformacién

Consanguineos 4 -
Afectado con 4.2 -
LPH unilateral
Afectado con 5.7 -
LPH bilateral

Un hijo afectado, el riesgo del siguiente embarazo con otra malformacion es igual al riesgo de la
poblacién general

Dos afectados, 9

Su riesgo para

un tercer hijo
afectado:

UNO DE LOS PADRES AFECTADOS

Riesgo de 4 6
tener primer
hijo afectado

Un Afectado, 17 15

su riesgo de
tener un

segundo hijo
afectado

(Modificado de Fraser FC., 1971; Achauer B., Plastic Sugeri, 2000).
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II. ANTECEDENTES

2.1 BASES MOLECULARES DEL LPH

Los procesos frontonasal y maxilar estan influenciadas por una variedad de sefiales
que incluyen a los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), la proteina morfogénica
del hueso (BMP) y a sonic hedgehog (Shh). Las sefiales BMP se requieren para estimular la
proliferacion y crecimiento de los AF. Las proteinas Shh y BMP participan en la formacién
del labio y paladar primario (Mclnnes R et al., 2004). El factor de crecimiento
transformante -3 (TGFp-3) participa en la formacion del paladar secundario, el factor de
trascripcion Msx-1 participa en la fusion del labio y paladar (Montenegro MA., 2005). Se
conocen al menos 6 genes candidatos implicados en las hendiduras orofaciales aisladas:
TGFA, MSX1, TGFf-3, RARA, CLPTM y BCL3 (Lidra A.C et al., 2004, Pauws E. et al.,
2007), ademas de los polimorfismos del gen de la metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
que regula el metabolismo de la homocisteina. La deficiencia de folatos (&cido folico)
resulta en niveles elevados de homocisteina en sangre materna lo que tiene un efecto
teratogénico potencial en las células de la cresta neural y por consiguiente en la
embriogeénesis del desarrollo de las estructuras faciales (Tolarova M. et al., 1995; Shashi V.
etal., 2001).

Se ha determinado que existe una asociacién o predisposicién a LPH ante la presencia del
polimorfismo C677T del gen MTHFR la cual es importante para la regulacion del
metabolismo del 4cido fdlico ya que la presencia de este polimorfismo lleva a un aumento

de los niveles de homocisteina en sangre.
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2.2 ACIDO FOLICO

El &cido folico es conocido también como vitamina By, su molécula se compone de
ac. glutamico, ac p- aminobenzoico y un nucleo de pteridina. Es soluble en agua y esta
incluido en el grupo de vitaminas del complejo B. El organismo no lo sintetiza por lo que
depende totalmente de su ingesta en los alimentos. Se encuentra en forma natural como
poliglutamatos los cuales son convertidos a monoglutamatos por medio de una enzima
conjugasa (metil carboxipeptidasa). En las vellosidades intestinales los monoglutamatos
son convertidos a tetrahidrofolatos (THF) y dihidrofolatos siendo los THF los compuestos

bioldgicamente activos.

2.3 HOMOCISTEINA

La homocisteina es un aminoécido azufrado con un grupo tiol libre que se forma
exclusivamente como producto intermediario en el metabolismo de la metionina en su paso
a cisteina, via dependiente de vitaminas como la Bg B1, Yy el &cido félico. EI metabolismo
de la homocisteina comienza con la ingesta de acido félico que es reducido a su forma
activa de tetrahidrofolato, se convierte de 5,10 metilentetrahidrofolato a 5-
metilentetrahidrofolato por la accion de la enzima MTHFR, éste ultimo paso es vital para el
metabolismo de los acidos nucleicos y por ello también para la division celular. Se llevan al
cabo también procesos de remetilacion por la enzima homocisteina metil tranferasa (o
metionina sintasa), dependiente de vitamina Bi, y de N> metil — tetrahidrofolato, que
recicla a la homocisteina a metionina tras sufrir un proceso de mutilacion (De Luis D.A et
al., 2004).

La transulfuracion desmetilacion de la homocisteina implica la accién de enzimas
dependientes de Bs que conducen a la degradacion de la homocisteina a cisteina. La
cistationina p- sintasa (CBS) se encarga de convertir a la homocisteina en serina para
formar cistationina, que por accion de la cistationina liasa es escindida en cisteina y a
cetobutirato y puede utilizarse en la sintesis de proteinas 0 como precursor del antioxidante

glutation. Estos procesos se ilustran en la Fig. 10.
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Remetilacion Transulfuracion

Acido
folico

dTMP ¢
/ DHF "y
THF
Sintesis

de DNA

Metionin adenosil

Metionina
\gq\sfersa
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5-10MTHF Metiltransferasa DNA

DNA,RNA,
Proteinas
lipidos

FIGURA 10.- Metabolismo de la homocisteina a través de dos vias: remetilacion y transulfuracion.
Cistationina B sintasa (CBS), 5,10-metilenetetrahidrofolato (5,10-MTHF), metilenetetrahidrofolato reductasa
(MTHRF), 5-metiltetrahidrofolaro (5-MTHF), metionina sintetasa (MS), S-adenosilmetionina (SAM),
tetrahidrofolato (THF) (Modificado de Sanchez Urbina. et al., 2006).

Cistationina
Cisteina a-cetobutirato

El proceso de transulfuracion es irreversible y dirige el catabolismo de la homocisteina
hacia su producto final, los sulfatos. Normalmente el 50% de la homocisteina formada se
remetila a metionina sin embargo cuando hay un exceso de ingesta proteinica o de

metionina, el porcentaje que se cataboliza por la via de la trasulfuracion es superior.
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2.3.1 El acido folico y la metilacion del DNA

La metilacion del DNA, en particular de las regiones promotoras de genes de
expresion constitutiva da como resultado en términos generales la inhibicion de expresion
génica, por lo que resulta fundamental para el control epigenético de la transcripcion, la
cual entre otros aspectos interviene en la proliferacion y diferenciacion celular, la
migracion, procesos de induccion, crecimiento tisular y maduracién asi como apoptosis. La
S-adenosilhomocisteina es un potente inhibidor de las reacciones catalizadas por
metiltransferasas lo que puede ocasionar un mecanismo de toxicidad debido a la
hiperhomocisteinemia secundaria a la acumulacion de S-adenosilhomocisteina y con ello
hipometilacion (Medina M.A. et al., 2001).

La S-adenosilmetionina (y la MTHFR) es un donador primario de grupos metilo; el efecto
teratogénico del folato seria el resultado de una insuficiencia de acidos nucleicos necesarios
para mantener la rapida division celular del desarrollo embrionario. El &cido félico no solo
mantiene los grupos metilo necesarios, si no que también es uno de los sustratos que dentro
del metabolismo de la homocisteina disminuye los niveles de la misma, por lo tanto una
disminucion de &cido folico lleva a un aumento de la homocisteina. Lo anterior induciria
defectos en la migracion de las células de la cresta neural por la inhibicién competitiva de
los receptores de N-metilo-D-aspartato (NMDA) actuando como un antagonista. Estos
receptores ionotrépicos para glutamato son canales ionicos para calcio (Monyer H.et al.,
1992). y si bien en edad adulta los receptores se encuentran en altas concentraciones en el
encefalo, participando en la transmision sindptica, su activacion guarda una relacion mas
estrecha con la induccion de diversas formas de plasticidad sinaptica (Goodman &
Guilman., 2002).

En el desarrollo embrionario los receptores NMDA se encuentran activados en la etapa de
cierre de tubo neural o de la migracion de las células de la cresta neural siendo el principal
regulador de los mecanismos de migracion neuronal, adhesion celular, flujo celular de
calcio y apoptosis (Komuro H. et al., 1993, Rosenquist T.H. et al., 1999). Se ha demostrado
experimentalmente en embriones de pollo que la exposicion temprana en el desarrollo

embrionario con antagonistas de los receptores de NMDA, provoca malformaciones
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craneofaciales y defectos de tubo neural (DTN) (Andaloro et al., 1998). La homocisteina
per se puede ser un agente teratogénico asociado a la deficiencia de &cido folico e inducir
un desarrollo anormal (Rosenquist T.H., 1999, Marit J et al., 2003).

2.4 POLIMORFISMO C677T DEL GEN MTHFR

El gen MTHFR esta localizado en el cromosoma 1p36.3, esta compuesto por 11
exones los cuales tienen una extension variable entre 102 a 432 pb y 10 intrones (Gollete et
al 1994) La region promotora no presenta caja TATA pero contiene islas CpG y varios

sitios de union para SP1 (“specificity protein 17) (Fig.11).

NH Dominio catalitico |Dominio regulador] COOH
10kDa

FAD SAM
5-MTHFR
INICIO STOP

2 3
— —HHH—

Coe67T A1298C

Figura 11.- Esquema que muestra la estructura del gen MTHFR. Los rectdngulos negros representan los
exones, el rectangulo en rojo sefiala el polimorfismo C677T en el exén 4 y el A1298C en el exon 7
(Modificado de Gos M. et al., 2002).

La enzima MTHRF es un dimero con dos dominios: un amino terminal o catalitico de 40
kDa, y el dominio regulador carboxilo terminal de 37 kDa, al cual se une la adenosil

metionina como un importante inhibidor alostérico de la enzima.
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En 1995 Frosst et al, identificaron la substitucion de C por T en el nucleo6tido 677. La
transicion C677T ocasiona un cambio de aminoacido alanina por valina, siendo una
mutacion de sentido equivocado la cual afecta al dominio catalitico de la enzima creando
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Hinfl. Una segunda variante, la
substitucion de adenina por citosina en la posicion 1298 da por resultado glutamato en lugar
del aminoacido alanina en el dominio regulador de la enzima (Van der Put et al., 1998). En
este alelo la mutacion esta en el exén 7 y suprime un sitio de reconocimiento para la enzima
Mboll.

La homocigocidad para el alelo mutado C677T resulta en un enzima termolabil, con
disminucion en su actividad del 50-60% a 37°C y cercana al 65% a 46°C, comparado con
sujetos no homocigotos para este polimorfismo (Botto L.D., 1999). Los individuos
homocigotos o heterocigotos presentan niveles elevados de homocisteina en plasma con
niveles bajos de folatos (Brouwer 1 et al., 1999). Se ha reportado que la homocigocidad del
alelo A1298C induce una disminucién en la actividad enzimatica del 61% (Shotelersuk V
et al., 2004).

Algunos estudios demuestran que los individuos heterocigotos compuestos para los alelos
mutados C677T y A1298C, quienes presentan un genotipo C677T / A1298C tienen una
reduccion en la actividad in vitro de la MTHFR del 40-50% y un perfil bioquimico similar
al observado en individuos con homocigocidad para el alelo C677T, con incremento en los
niveles de homocisteina y disminucion de los niveles de folato (Weisberg et al 1998, Van
der Put et al., 1998, Botto L.D., 2000, Guérant R.M., 2006). Uno de los mecanismos por
los cuales los niveles bajos de folatos predisponen a algunos sujetos a hendiduras faciales
podria ser entonces la presencia del polimorfismo C667T en forma homocigota
(ShotelersuK V et al., 2003).
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La prevalencia del polimorfismo varia dependiendo de la poblacion estudiada, se ha
encontrado con mayor frecuencia en poblacién italiana (44%); en hispanos de California
(42%) y en 34% en poblacion Japonesa (Botto L.D., et al 1999). En la poblacion mexicana
el polimorfismo C677T del gen MTHFR es el mas frecuente ya que en mestizos se presenta
entre el 50 y el 58.5% (Davalos I. P. et al., 2000, Mutchinick et al., 1999, Gonzalez-Herrera
et al., 2002). Estudios de la poblacion de Guadalajara, Jalisco, México reportan una
frecuencia del 44% y en poblacion de Tarahumaras (Sierra de Chihuahua, México) del 34%
(Davalos I. P. et al., 2000, Mutchinick et al., 1999, Gonzélez-Herrera et al., 2002).
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la frecuencia de polimorfismo C667T en el gen MTHFR en estado
homocigoto en un grupo de pacientes mexicanos con labio y/o paladar hendido no
sindromico y en sus madres que fueron atendidos en el HIMFG durante el periodo de 2007
a 20082.

IV. JUSTIFICACION:

El LPH aislado es una de las causas de consulta mas importantes en nuestra
Institucion y su etiologia es compleja al estar involucrados factores tanto genéticos como
ambientales. El polimorfismo C677T del gen MTHFR implicado en el metabolismo de
homocisteina se ha relacionado con la presentacion de LPH. De acuerdo con la literatura
revisada, este estudio no se ha realizado en poblacién mestiza mexicana, de manera
especifica en pacientes con LPH y sus madres. La identificacion del polimorfismo ayudara
a evaluar la importancia de este factor genético, estableciendo la frecuencia del mismo en
una poblacion mestiza mexicana de pacientes que acuden al HIMFG con LPH lo que nos
permitird apoyar de una manera mas completa la realizacion del asesoramiento genético del

paciente y sus familias considerando los factores genéticos y ambientales.

V. OBJETIVO GENERAL

Describir la frecuencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en una poblacion
de pacientes mexicanos con labio y/o paladar hendido no sindrémico y sus madres que
acudieron a consulta al HIMFG entre 2007 y 2008.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer la frecuencia de polimorfismo C677T del gen MTHFR en estado homocigoto
en pacientes con LPH y sus madres.
2.- Describir y correlacionar el fenotipo observado en los pacientes y la presencia del

polimorfismo C677T del gen MTHFR en sus madres.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1. DISENO DEL ESTUDIO
Observacional, descriptivo, transversal y prospectivo

Este analisis es parte del protocolo de investigacion “Frecuencia del polimorfismo
C667T del gen MTHFR y niveles de homocisteina en pacientes con cardiopatias congénitas
y pacientes con labio hendido con o sin paladar hendido no sindromicas” (HIM-012-2007),
el cual fue aprobado por el comité de Investigacion, Etica y Bioseguridad de nuestra
Institucion. Los padres o tutores firmaron una carta de consentimiento informado para

participar en el estudio.

6.1.1 Tamario de la muestra

Se calculd a través de la formula n=(1.96) P?(1-P)/ & , dando un nimero de 92
pacientes. P es una primera aproximacion a la proporcién de la poblacién que se quiere
estimar, una proporcion de 0.3 a 0.7. El valor de 6 es la discrepancia maxima permisible
entre el valor verdadero de P y el que se obtendra de la muestra 5 al 10%, 1.96 factor que
nos asegura que estamos dentro de los limites de error entre el 95% de los casos. Sin
embargo para fines de la realizacion de este protocolo, se decididé usar un tamafio de

muestra por conveniencia de por lo menos 30 pacientes mexicanos consecutivos.
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VIIl. CRITERIOS DE SELECCION

7.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes mexicanos en edad pediatrica que acudan al HIMFG con diagnéstico de
LPH no sindromico

e Paciente y madre que deseen participar y firmen una carta de consentimiento
informado
7.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Pacientes con LPH sindrémico
e Paciente y sus padres que no deseen participar

e Pacientes transfundidos con sangre venosa total en los 3 meses anteriores al estudio

7.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

e Muestra insuficiente o inadecuada para analisis

VIIIl. VARIABLES

8.1 INDEPENDIENTES

El tipo y severidad del LPH en los pacientes estudiados

8.2 DEPENDIENTE

La presencia o ausencia del poliformismo C677T del gen MTHFR en los pacientes y sus

madres.
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IX. PROCEDIMIENTO

9.1 ANALISIS CLINICO

Se realizd historia clinica de los pacientes en donde se establecieron los
antecedentes heredo familiares, se determind el tipo de LPH de acuerdo a la
clasificacion de Kermahan y Stark (2000) y se investigé la ingesta habitual de acido

folico tres meses antes y durante el embarazo del paciente.

9.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS PARA ANALISIS

Posterior a la firma de consentimiento informado se procedié a la obtencion de de
3ml de sangre periférica para la extraccion de DNA, por venopuncion al binomio
(madre e hijo), en un tubo con EDTA.

Se realiz6 extraccion de DNA gendmico con el Kit comercial Gentra® como se

describe a continuacion:

1. A 300pul de sangre se le afiadieron 900l de solucion de lisis RBC (“red blood
cell”). Se invirtio por 20 segundos e incubé por 1 minuto a temperatura
ambiente.

2. Se centrifugd por 30 segundos a 14,000 revoluciones por minuto (rpm),
posteriormente se decanto el sobrenadante para obtener un boton celular

3. Se agitd con vortex para resuspender el boton y se afiadieron 300ul de solucion
de lisis celular, homogenizando la mezcla.

4. Posteriormente se agregaron 100l de solucion de precipitacion de proteinas al
lisado celular, obteniendose dos fases (DNA en la parte superior y organelos y
proteinas en la inferior). Se agitd con vortex y se centrifugo por 60 segundos a
14,000 rpm.

5. Se retir6 el sobrenadante y se coloc6 en otro tubo, se agregd isopropanol y se
invirtio 50 veces, centrifugandose por 60 segundos a 14,000 rpm.

6. El boton de DNA obtenido se lavé con etanol al 70%, y se centrifugd 60
segundos a 14,000 rpm, se decantd y para eliminar el exceso de etanol se
invirtié el tubo y se dejo secar a temperatura ambiente..
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7. Se agregaron 100ul de solucion de hidratacion y se cuantific6 en un
espectrofometro, obteniéndose de manera general una concentracion entre 16 y
1000ng/ul y niveles de pureza éptimos para el analisis.

8. Se verifico la integridad del DNA gendémico mediante el analisis en gel de

agarosa al 1% por electroforesis durante 40 minutos a 100 voltios.

9.3 ANALISIS DEL POLIMORFISMO C677T DE MTHFR POR RFLP

El andlisis del polimorfismo se realiz6 mediante la técnica de fragmentos de

restriccion de longitud polimorfica (RFLPs), la cual constd de las siguientes etapas:

9.3.1 Analisis por RFLP’s

e Laregion de interés del gen MTHFR fue amplificada por técnica de PCR de acuerdo
a la técnica modificada y los oligonucleétidos publicados por Frosst P. et al 1995.
La obtencidn del producto esperado de PCR fue confirmado en gel de agarosa al 2%
por electroforesis durante una hora a 80 voltios.

e Se realizo restriccion enzimatica de los productos de PCR con la enzima Hinfl de
acuerdo a las especificaciones del fabricante, a 37°C por 3 horas y 30 minutos para
establecer la presencia o ausencia del polimorfismo C667T del gen MTHFR.

e Los productos de la restriccion enzimatica fueron visualizados en un gel de agarosa
al 3% por electroforesis durante 3 horas a 120 voltios, estableciéndose las
frecuencias de pacientes homocigotos y heterocigotos tanto para el alelo silvestre
como el alelo con el polimorfismo.

e Para confirmar la presencia del polimorfismo y usar estas muestras como estandar
de oro y referencia, se realizd la secuenciacion del fragmento de PCT en tres
individuos (homocigoto para el alelo silvestre, homocigoto para el alelo con el

polimorfismo y heterocigoto) en un equipo ABI 310.
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9.3.2 Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa

Las condiciones recomendadas para la reaccion de PCR, para la

fragmento de interés del gen MTHFR fueron las siguientes:

TABLA3. CONDICIONES PARA LA PCR

amplificacion del

REACTIVOS DE LA PCR Volumen en pl Conc. Final
Buffer 10X 1 1x
MgCl»(50 mM) 0.5 2.5mM
dNTPs(10mM) 0.2 0.2 Mm
Oligonucledtidos  (10pmol/pl)
F= 5 TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3" N=

0.75pm 7.5 pmol
23
R= 5 GGT GAG AGT GGC GTG GCAGGA ¥

0.75pm 7.5 pmol
N=21
Taq pol.(5U/ul) 0.2 1U
MIX 34l
DNA 50
VOLUMEN FINAL 10

Las mezclas anteriores fueron preparadas cada una de las muestras y se amplificaron con las

siguientes condiciones:

Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min.

1.- 95°C por 50 seg

2.- 66°C por 50 seg 30 X
3.- 72°C por 50 seg

Una extension final a 72°C por 4 minutos.
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9.3.3 Condiciones de la restriccion enzimatica

Los productos de PCR fueron sometidos a restriccion con las siguientes condiciones:

Dilucion de Hinfl (10u /ul) para obtener una concentracion final de 1u/ul. se tomaron 7pul
de enzima y se adicionaron 63ul de H,O lo que fue igual a 1u/ul. Se agregaron 70ul de
Buffer para obtener la mezcla de Buffer/Hinfl con volumen de 140ul. para un total de 70
reacciones, agregandole 210 ul de agua destilada para obtener un volumen final de 350ul

(“master mix”). De esta mezcla se tomaron 5ul para cada reaccion.

TABLA 4. Condiciones para la restriccion enzimética

. Concentracion.

Reactivos Vol. pl )

Final
H.0 3 3/ul
Buffer 2 (10X) 1 1x
Hinfl (10U/pul) 1 1u//ul
Producto PCR 5 5/ul
Volumen final 10/l

9.3.4. Productos esperados de la restriccion enzimatica

El segmento a analizar incluye parte de la secuencia del exon 4 del gen MTHFR el cual
contiene un sitio de reconocimiento para la enzima Hinfl, producto de un cambio de
citosina por timina en el codon 677 (C677T) lo que se traduce en un cambio de aminoacido
de alanina por valina en el aminoécido 222 de la proteina. EI tamafio esperado del producto
de PCR fue de 198pb de acuerdo a la localizacion indicada de los oligonucleétidos F
(“foward”) y R (“reverse”), sobre el que se detecta la presencia o ausencia del cambio de
base. La enzima de restriccion reconoce un sitio de corte 5-°GYANTC -3", 3- CTNAYG -

5, este corte genera los siguientes fragmentos (Fig.13):
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e Enun individuo homocigoto CC (alelo silvestre) no existe sitio de restriccion.

e Enun individuo homocigoto TT (mutado) se obtendran dos fragmentos (FRLP)
uno de 175pb y otro de 23pb.

e En un individuo heterocigoto CT se generan 3 fragmentos de 198pb, 175pb y

23pb.
Ce67T
ENA o l Sitio de
198 [_eONOMICO Alelo
Hinf
175 23pb
Alelo
Marcado C C T
198 IS EE—
175 pb I EE—
23 | |
b

FIGURA 13. Anélisis de la restriccion enzimatica por Hinfl Fig.13a sitio de corte de la enzima Hinfl y
fragmentos generados. Fig.13b Posibles genotipos generados (CC, CT o TT).
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X. RESULTADOS
10.1 RESULTADOS DEL ANALISIS CLINICO
Se incluyeron un total de 32 pacientes con LPH y sus madres de los cuales 17 fueron

masculinos (53.12%) y 15 femeninos (46.8%). La mayor parte de ellos son residentes del

Estado de México y del Distrito Federal y solo un caso provenia del estado de Hidalgo. La

edad de los pacientes tuvo un rango desde RN hasta los 16 afios (Tabla 5).

Tabla 5. Pacientes con LPH por grupo de edad
EDAD (meses y afios) NO. PACIENTES PORCENTAJE
<1 mes 2 6.3%
Im-1a 15 46.80%
2-3a 4 12.5%
4-5a 3 9.4%
7-9a 4 12.5%
10-16 a 4 12.5%
Total 32 100%

Para su analisis clinico a los pacientes se les dividid en tres grupos:

1) Pacientes con labio hendido que correspondio a 5

2) Pacientes con LPH unilateral derecho o izquierdo que incluy6 a 20

3) Pacientes con LPH bilateral que fueron 7 (Grafica | y Figuras 8 'y 14)
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GRAFICA I. Clasificacion clinica de los pacientes en porcentajes
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Figura 14. Evaluacion clinica de dos pacientes con labio y paladar hendido unilateral izquierdo (Fig.14a) y
LPH bilateral (Fig.14b).

Si consideramos a los 5 pacientes del primer grupo que incluye a las hendiduras labiales, 3
de los pacientes eran femeninos y estaban afectados del lado derecho, los otros 2 eran

masculinos afectados del lado izquierdo.
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En el segundo grupo el LPH se diagndstico de tipo unilateral en 20 pacientes, de los cuales
14 fueron del lado izquierdo (70%) vy 6 del lado derecho (30%), en este grupo hubo mayor
proporcién de alteracién en hombres con 12 casos que en mujeres con 8 casos. El tercer
grupo correspondié a 7 pacientes con LPH bilateral estando afectados 3 hombres y 4

mujeres. (Tabla 6).

Tabla 6. LPH UNILATERAL No PACIENTES. TOTAL: 20
IZQUIERDO: 14 CASOS (70%) DERECHO: 6 CASOS (30%)
MASCULINOS FEMENINOS MASCULINOS FEMENINOS
9 5 3 3

Dentro de los antecedentes heredo familiares se encontré que 10 casos de los 32 casos
(31.25%) tenian por lo menos un familiar afectado, uno de los propositos tenia dos

familiares afectados (Fig. 15).

oo mo<
TS T R OuTtate
.

. Propositus LPH
. Afectados LPH

Figura 15.- Se muestra el arbol genealdgico de un paciente con LPH y dos familiares afectados
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En relacion a la ingesta de acido folico, 19 de las 32 madres (lo que representa el 59.37%
del total) reportaron haberlo tomado durante la gestacion, mientras que el 40.62 % refirio
no haberlo ingerido. Considerando solamente el grupo de 19 madres que tomaron &cido
félico, 15 lo tomaron durante el primer trimestre del embarazo (78.94%), 3 lo hicieron
durante el segundo trimestre (15.78 %) y solo una durante el tercer trimestre (3.12 %)
(Fig.16).

a Ingesta de Acido Félico durante la gestacion
O si
B No
59%
Ingesta de Acido félico durante la gestacion
b
3%
15.78%
ler trimestre
2do trimestre
|:| 3er trimestre
78.94%
Antecedentes heredofamiliares positivos mas ingesta de ac.
C félico

|:| Con AHF sin ingesta de ac. félico

0%

[l Con AHF + ingesta de ac. félico

Figura 16. Se muestra la proporcién de pacientes que tomaron acido félico. Fig.16 a Ingesta de
acido félico durante el embarazo. Fig.16 b Ingesta de acido félico en relacién a los trimestres.
Fig.16 c. Ingesta de acido félico en pacientes con antecedentes heredofamiliares.

33



10.2 RESULTADOS DE ANALISIS MOLECULAR

Se obtuvo muestra de los 32 binomios (madre-hijo) lo que representd un total de 64

muestras para andlisis. De acuerdo con lo descrito en la seccion de material y métodos se

extrajo DNA de las 64 muestras, el cual fue analizado en gel de azarosa y cuantificado por

espectrofotometro (Figura 17 y Tabla 7).

Figura 17. Gel de agarosa al 1% sometido a electroforesis durante 40 minutos a
100 voltios, en los carriles 1 a 7 se demuestra la integridad del DNA:

Tabla 7. Cuantificacion de DNA

Muestra no/ul 260/280 260/230
(carril) A A

1 11ALPH 1060,96 1,90 2,10

2 12ALPH 592,43 1,89 2,04

3 14ALPH 565,63 1,90 1,91

4 17BLPH 825,60 1,89 1,98

5 18ALPH 904,38 1,89 2,26

6 36BLPH 684,08 1.89 1,85

7 37ALPH 539,82 1,85 1,93

Tabla 7.- Se demuestra el andlisis de concentracion de DNA de 7 muestras.
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A continuacion se realiz6 amplificacion del producto de PCR obteniéndose en todos los

casos el fragmento esperado de 198pb, en la Fig.18 se muestra un gel representativo.

250PB

Figura 18. Gel de agarosa al 2% sometido a electroforesis durante 60 min. a 80 voltios. Se
muestra en los carriles M se observa el marcador de peso molecular de 50pb en los carriles de
1 a 5 se observa el producto de PCR esperado de 198pb en el carril 6 se observa un control
negativo.. En la parte inferior se identifica en la tabla el nimero de muestra

Carril Muestra ‘

M Marcador de 50 Pares de Bases

Producto de PCR de 198 pares de bases de la muestra 8A

Producto de PCR de 198 pares de bases de la muestra 8B

Producto de PCR de 198 pares de bases de la muestra 20B

Producto de PCR de 198 pares de bases de la muestra 17B
Producto de PCR de 198 pares de bases de la muestra 30B

o O B~ W N|

Se observa el control negativo.
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Después de la PCR se realizo restriccion enzimatica de los productos. En las Figuras. 19 A

y B se muestra una imagen representativa de nuestros resultados.

250PB

500 PB

250 PB

PCR cC CcCc TT1 7T T 17T TT

Figura 19.- Se muestran dos imagenes representativas de geles de agarosa con los resultados de los productos
de restriccion enzimética. Fig.19 A. Gel de agarosa. El carril M contiene al marcador de peso molecular de
50pb, en el carril 1 se observa el producto de PCR sin restriccion utilizado como control negativo. En el carril
2y 5 se observa un fragmento de 178pb que corresponde a los homocigotos para T. finalmente en los carriles
3, 4 y 6 se observan dos bandas una la primera de 198pb una segunda de 178pb que pertenecen a los
individuos heterocigotos (C/T). Fig.19 B. Gel de agarosa. El carril M contiene al marcador de peso molecular
de 50pb, en el carril 1 se observa el producto de PCR sin restriccién utilizado como control negativo. En el
carril 2'y 3 se observa un fragmento de 198pb que corresponde a los homocigotos para C de las muestras y en

los carriles 4 a 8 se observan una banda de 178pb perteneciente a los individuos homocigotos para T.
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Para confirmar que el producto de PCR corresponde a la region de interés se secuenciaron
tres muestras de pacientes: un homocigoto CC, homocigoto TT y un heterocigoto, se
identificd la region de corte de la enzima Hinfl y posteriormente se utilizaron como

controles tipo “estandar de oro” para las reacciones de restriccién enzimatica.

GAAATCGGC TCCCGC GAAATC GNCTCCCGE TGAAMATCGACTCCCG
a) Homocigoto C b) Heterocigoto C/T c) Homocigoto T

Figura 20.- Electroferogramas correspondientes a los tres posibles genotipos del
polimorfismo del gen MTHFR. La flecha sefiala el sitio de cambio de la secuencia, las cuales

corresponden al oligonucleético R.

Los genotipos de los 32 pacientes y sus madres fueron analizados y clasificados en los 3

grupos mencionados, los resultados fueron concentrados en la siguiente tabla (Tabla 8).

Como se observa, en el grupo de los pacientes el genotipo mas numeroso con 16 casos
(50%) fue el heterocigoto CT, el segundo con 14 (43.75%) correspondi6 al genotipo TT
que es homocigoto para el alelo mutado y finalmente solo 2 casos (6.25%) para el

homocigoto para el alelo silvestre CC.
El andlisis de genotipos en el grupo de madres se determind que el TT se presento en 15

casos (46.87%), el CT con 14 casos (43.75%) y 3 casos se encontraron para el homocigoto
CC.
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TABLA 8.- Porcentaje por genotipos para pacientes y sus madres.

PACIENTE MADRE

(o)
cenoTipd Num | w2 | cenoTipol  NYMT o432 | num | P2
14
cT 16 50 cT 4375 | 30 46.88
15
T 14 4375 | 7T 46.87 | 29 45.31
cC 2 6.25 cc 3 |os7 |5 7.81
32
TOTAL |32 100 100 |32 100

En la correlacion entre el tipo de LPH y el genotipo de las madres se encontrd que en el
grupo con el fenotipo de labio hendido (5 pacientes), 3 fueron homocigotos para TT y 2

fueron heterocigotos CT, todas las madres de este grupo fueron heterocigotos CT.

En el grupo de LPH que incluyé a 20 pacientes se encontré que las madres fueron 9
homocigotas TT (45%), 9 heterocigotas (45%) y 2 homocigotas CC (10%). En este grupo
hubo 4 binomios madre-hijo homocigotos para TT (20%).

En el grupo de LPH bilateral se encontraron 7 pacientes de los cuales sus madres fueron 2

heterocigotas y 5 homocigotas TT. Hubo 5 binomios madres hijo en que ambos fueron

homocigotos TT. Los resultados anteriores se muestran en la tabla 9.
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XI. DISCUSION

En el presente trabajo se analiz6 a un grupo de pacientes con LPH y a sus madres
con el objetivo de establecer la frecuencia del polimorfismo C677T en estado homocigoto y
realizar la correlacion clinica por lo que fueron divididos en 3 grupos. Se incluy6 un total
de 32 pacientes y sus madres (binomio madre-hijo) que acudieron a evaluacion en 2007 y
2008 a los departamentos de Genética y Cirugia Platica del Hospital Infantil de México

Federico Gémez.

El grupo etario mas frecuente independientemente del sexo, fue de menos de 1 a 12 meses,
esta situacion estd en congruencia con el tipo de patologia y su severidad, ya que por los
problemas de alimentacion que estos nifios presentan se busca atencion médica de manera
mas temprana y se procura evitar complicaciones que van desde el bajo peso hasta la
desnutricion, asi como asesoramiento sobre técnicas de alimentacion. Este punto es
importante ya que la correccion de la malformacion no se llevard al cabo hasta que las

condiciones generales del paciente, incluyendo su peso, sean las adecuadas para la cirugia.

En cuanto al lugar de origen solamente un paciente tenia su residencia fuera del D.F. y area
metropolitana (estado de Hidalgo), esta situacién refleja por una parte el hecho de que
nuestro Hospital es un centro de referencia para manejo de esta patologia y por otra, se
manifiesta el area de influencia que tiene el HIMFG la cual sabemos que ademas se
extiende hacia el area central y sur del pais. Un dato que llama la atencién si bien el tamafio
de la muestra es pequefio, es que ya que el LPH tiene una herencia multifactorial en la que
se ha considerado por ejemplo la altitud como factor de influencia, la mayoria de los casos
provienen de la Cd. de México la cual tiene una altitud sobre el nivel del mar cercana a los
2500m, este factor ha sido propuesto en el caso de otras malformaciones que se presentan
frecuentemente en nuestra poblacion como por ejemplo la microtia-atresia. El factor de
altitud podria también impactar el hecho de que el LPH corresponda al 1.23% del total de
consulta de nuestro Hospital.
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Dentro de los antecedentes heredofamiliares el 31% de los pacientes tuvo familiares
afectados por esta patologia. En la literatura médica se reporta que de un 20 al 30% de los
pacientes tienen antecedentes heredofamiliares positivos, dato que cual concuerda con lo
encontrado en nuestro estudio. Esto circunstancia es importante para el otorgar el
asesoramiento genetico ya que el riesgo de recurrencia se calcula entre otros elementos, si
hay mas afectados en la familia y su relacion de parentesco con el propdsitos (Pezzetti F. et
al., 2004).

En relacién a la ingesta de acido folico llama la atencion de que a pesar de las camparias
nacionales de salud, solamente 19 de 32 madres lo ingirieron durante la gestacion lo que
representa el 59.37 % y de estas 4 lo hicieron después del periodo recomendado que incluye
el primer trimestre. Dentro de los afectados con LPH que tenian AHF positivos solamente
el 40% de las madres ingirieron &cido folico durante el primer trimestre ademas, si
consideramos que se recomiendan dosis de aproximadamente 6mg diarios para evitar la
recurrencia este aspecto tampoco fue cubierto ya que las madres de los afectados ingirieron
la dosis habitual sugerida (400 microgramos) por lo que en este sentido tanto se cumplid
con la dosis terapeutica para reducir el riesgo de recurrencia de LPH (Czeizzel A.E. et
al.,1999).

Si considerados a los pacientes estudiados como un solo grupo de 32 individuos con LPH,
se encontrd una frecuencia ligeramente mayor de varones afectados que de mujeres
afectadas (17:15). Sin embargo las diferentes clasificaciones toman en cuenta para
determinar la frecuencia por género el tipo de LPH siendo dividido en PH, LH y LPH

unilateral/bilateral.

Los pacientes fueron clasificados en tres grupos clinicos: LH, LPH unilateral (derecho o
izquierdo) y LPH bilateral. En este estudio se encontré que el mayor porcentaje de
pacientes tuvo LPH unilateral (62.5%), seguido por el LPH bilateral (21.88%) y del LH
(15.62%) lo que concuerda con la literatura ya que se reporta una mayor incidencia para
LPH incluyendo al bilateral. En este estudio no se incluyeron pacientes con PH aislado por
lo que no podemos determinar si esta presentacion clinica es mas o menos frecuente que lo

reportado en otras poblaciones.
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Tomados como grupo, los pacientes que presentaron labio hendido estuvieron afectados en
una proporcion practicamente similar ya que de los 5 casos, las 3 mujeres tuvieron LH
derecho y los 2 varones LH izquierdo, el grupo bajo estudio es pequefio pero la literatura
reporta que tomado en conjunto el LH con o sin PH es méas frecuente en los varones y del
lado izquierdo (Steavenson R.E., 1993).

Si se toman estos datos en conjunto con el LPH, en este estudio hubo 25 varones afectados

del lado izquierdo lo que concuerda con la literatura.

En este estudio se identificaron 7 pacientes con LPH bilateral (21.87% del total) de los
cuales fueron 3 hombres y 4 mujeres. En este estudio fue menos frecuente el LPH bilateral
que el LPH unilateral y su frecuencia fue muy similar al del LH (5 casos o 15.62%), la

literatura reporta una frecuencia mayor de LPH unilateral que de bilateral.

En lo referente al analisis molecular del polimorfismo C667T del gen MTHFR, fue posible
analizar tanto a los pacientes como a sus madres y considerar el binomio madre-hijo.
Encontramos que en el grupo de pacientes hubo una mayor frecuencia de heterocigotos CT
(50%) y homocigotos TT (43.75%) y el menor porcentaje correspondié al homocigoto CC
(6.25%). El alelo silvestre es el C, el alelo mutado T se ha reportado que confiere una
menor actividad enzimatica a la MTHFR y es uno de los factores que se ha considerado en
la etiologia del LPH (ademas de estudios que lo han relacionado con los defectos de tubo

neural).

En relacion al grupo de madres, el genotipo TT fue el mas frecuentemente encontrado con
un 46.87% comparado con el CC que fue del 9,37% y del CT del 43.75%.

Si se considera la correlacion de fenotipo con genotipo, la presentacion clinica mas severa
correspondi6 al LPH bilateral en donde hubo 5 de 7 casos (71.42%) de binomio madre-hijo
ambos homocigotos TT. Este dato aunque interesante, no puede considerarse como el factor
etiologico de mayor peso, en primer lugar porque la herencia es multifactorial y en segundo
porgue en el grupo de LPH unilateral si bien fue el mas frecuente, hubo 4 binomios madre-
hijo homocigotos TT (20%).
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En estudios similares realizados por Reutter H et al, 2008, en una poblacion cetroeuropea
de 181 pacientes para determinar si el alelo C677T era un factor significativo en la
etiologia del LPH, su estudio de desequilibrio de transmision no confirmé como lo habian
presentado estudios previos, una asociacion con la presentacion del LPH. Tampoco fue
significativo en su estudio el uso de acido folico, lo que llevo a estos autores a concluir que
la presencia del polimorfismo no hace una contribucion mayor a la ocurrencia del LPH en

poblacion centro europea.

En estudios realizados por Mutchinick et al, la frecuencia reportada del polimorfismo
C677T en poblacion general mexicana es de 58.5% y es mayor que en otras poblaciones
estudiadas, por ejemplo poblacién europea es del 12 al 15% siendo en Italia hasta del 44%
y en japoneses del 34%, lo que podria explicar que en nuestros 32 pacientes y en sus
madres haya una alta frecuencia del alelo T porque en general es mas frecuente en nuestra
poblacion la frecuencia del polimorfismo. Con base a los datos previos, se complementara

el asesoramiento genético.
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