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RESUMEN ESTRUCTURADO

ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO. El labio con o sin paladar hendido es un
defecto congénito originado por una falla en la fusidon de las prominencias fronto-nasal
y maxilares entre la 4° y 12° semanas de la gestacion. El 70% de los casos de labio
paladar hendido son aislados (LPHA) y es una de las malformaciones congénitas mas
frecuentes, siendo su incidencia en México de 1/1000 recién nacidos vivos. El
diagndstico es clinico y se requiere de un manejo multidisciplinario a largo plazo. La
etiologia del LPHA es multifactorial, caracterizada por el efecto pequefo pero aditivo
de factores genéticos y ambientales como la ingesta de alcohol, tabaco y ciertos
farmacos por la madre durante el primer trimestre del embarazo, asi como la falta de
consumo periconcepcional de acido félico. Uno de los genes candidatos asociados a
LPHA es el gen MTHFR que codifica para la enzima 5-10 metilentetrahidrofolato
reductasa, la cual participa en el metabolismo de los folatos. Este gen presenta dos
polimorfismos, ¢.677C>T y c.1298A>C, que confieren termolabilidad a la enzima. La
variante génica ¢.677C>T es mas frecuente en la poblacion mexicana que en otras
poblaciones. En estudios de asociacién de LPHA con los polimorfismos ¢c.677C>T y
¢.1298A>C y/o con los factores ambientales se ha demostrado que el consumo de
acido folico periconcepcional disminuye el riesgo para presentar LPHA; sin embargo,
la asociacion de este defecto con el genotipo de MTHFR ha sido controversial.

JUSTIFICACION. Las malformaciones congénitas son una linea prioritaria de
investigacion en el Sector Salud. Es importante entender la etiologia de LPHA debido
a su alta incidencia en la poblacién mexicana y mortalidad en los nifios menores de 1
afo. Ademas tiene un gran impacto en la calidad de vida del paciente y requiere de
manejo multidisciplinario a largo plazo. Asi mismo es preciso conocer el
comportamiento de los polimorfismos ¢.677C>T y c.1298A>C en el gen MTHFR en la
poblacion mexicana dado que aun no se conoce con certeza.

OBJETIVOS. Establecer asociaciones entre la presencia de LPHA y las variantes
polimoérficas ¢.677C>T y ¢.1298A>C en el gen MTHFR en poblacién mexicana, asi
como asociaciones entre LPHA con los factores genéticos y/o ambientales.

MATERIAL Y METODO. Se estudiaron 132 casos con LPHA y 369 controles en el
Instituto Nacional de Pediatria. Los casos fueron selecionados por un genetista a



través del servicio de Genética, Cirugia Plastica Reconstructiva y Ortodoncia vy, los
controles en la Unidad de Apoyo a la Investigacion Clinica. Previo consentimiento
informado se aplicé un cuestionario sobre antecedentes familiares de LPHA, consumo
de acido folico y exposicion a teratdgenos durante la gestacion. Se tomé muestra
sanguinea (casos) y de mucosa oral (controles) para extraer el DNA. La
genotipificacion de las variantes alélicas ¢c.677C>T y ¢.1298A>C del gen MTHFR se
realizé por PCR-RFLP. Se determin¢ la frecuencia alélica y genotipica y, se analizé la
asociacion de LPHA con los factores genéticos y/o ambientales.

RESULTADOS Y DISCUSION. ElI consumo de acido félico en ambos grupos fue
subdptimo, siendo menor en las madres de los casos (46.5% vs 74.5%). El OR para
LPHA con consumo de acido félico (analisis de consumo pre, peri y postconcepcional
en conjunto) fue de 0.29 (0.19-0.44), lo que sugiere que la ingesta de acido félico
disminuye el riesgo de presentar el defecto. En las madres de los casos se reportd una
mayor exposicion a tabaco (8.3% vs 7.5%) y a alcohol (9% vs 6.7%) durante el primer
trimestre del embarazo; aunque el OR para LPHA ante la exposicion de estos dos
teratégenos no fue estadisticamente significativo. En esta poblacion las frecuencias
alélicas y genotipicas de los polimorfismos ¢.677C>T y ¢.1298A>C en el gen MTHFR
fueron muy similares a las reportadas previamente en poblacion mexicana. Al ser
menor la frecuencia del alelo 677T en los casos (51%) que en los controles (62%)
pareciera que en esta poblacion la presencia del alelo 677T disminuye el riesgo para
presentar LPHA, lo que difiere con la mayoria de los estudios de asociacion de LPHA
y ¢.677C>T en donde no se observa que el alelo 677T aumente o disminuya el riesgo
para el defecto. Se observd que el alelo 677T en estado homocigoto OR 0.39 (0.23-
0.68) disminuye mas el riesgo para presentar LPHA que en estado heterocigoto OR
0.46 (0.27-0.77). Al igual que en otras poblaciones, no se encontré asociacion entre la
presencia de uno o dos alelos 1298C y LPHA. El riesgo para LPHA disminuye con el
consumo de acido félico y el genotipo con uno o dos alelos 677T o 1298C en esta
poblacion de estudio. Se requiere continuar este analisis con un tamafio de muestra
mayor para determinar si nuestras observaciones de asociacion persisten. Se debe
aumentar la difusion en la poblacién de la ingesta preconcepcional de acido félico
como medida de prevencion para presentar LPHA.



ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO Y PALADAR HENDIDO CON
POLIMORFISMOS EN EL GEN MTHFR EN PACIENTES MEXICANOS

1. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

EMBRIOLOGIA

Después de la concepcion, una cascada de procesos coordinados que incluyen
migracion celular, crecimiento, diferenciacion y apoptosis, da lugar al desarrollo de las
estructuras craneofaciales a partir de la membrana orofaringea (Jugessur and Murray
2005). La cavidad oral se forma mediante modificacion del ectodermo hacia la 4°
semana de gestacion y la formacion de los labios ocurre hacia la 6° semana de
gestacion por la fusion de las prominencias fronto-nasal, maxilares y mandibulares. La
separacion de las cavidades nasal y oral por el paladar duro o primario (porcion
anterior) y el paladar blando o secundario (porcion posterior) se lleva a cabo entre la 6°

y la 12° semanas de gestacion (Lettieri 1993).

DEFINICION

El labio con o sin paladar hendido (LPH) es un defecto congénito originado por una
falla en la fusion de las prominencias fronto-nasal y maxilares entre la 4° y 12°
semanas de la gestacion. Clinicamente se observa como una hendidura a lo largo del
filtrum entre la region lateral y premaxilar del labio superior con aplanamiento alar de la
narina ipsilateral al defecto y una desviacion del septum nasal hacia el lado contrario
(Jones 2006). Puede acompanarse de una falta de cierre parcial o total del paladar. El
labio hendido central es menos frecuente que el lateral y la presencia de labio hendido

inferior es muy rara (Lettieri 1993).

EPIDEMIOLOGIA

El 70% de los casos de LPH son aislados, es decir, ocurren como una condicién Unica
que no esta asociada con otra anomalia reconocible; mientras que el 30% de los
casos son sindromaticos ya que presentan alteraciones en el desarrollo y/o

anormalidades estructurales en otras regiones diferentes de la region orofacial (Stainer



and Moore 2004). Cuando el labio hendido se presenta junto con paladar hendido aumenta
el riesgo 2 o mas veces de asociarse con otra anomalia (Lettieri 1993).

El labio hendido con o sin paladar hendido aislado (LPHA) es una de las
malformaciones congénitas mas frecuentes. Su frecuencia varia desde 1/500 hasta
1/2500 nacimientos, dependiendo del origen geografico (Vanderas 1987) o racial (Croen
1998). En México se ha determinado la incidencia de labio paladar hendido entre 1y
1.1 casos por cada 1000 recién nacidos vivos (Pérez-Molina, et al. 1993; Blanco-Davila

2003).

Entre el 60% y 80% de los casos de LPHA son varones (Thompson 2004), el labio

hendido unilateral es el doble de frecuente que el bilateral y dos tercios de los defectos

unilaterales se presentan en el lado izquierdo (Jones 2006).

TABLA 1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DEL LPHA (Jones 2006)

Prevalencia

Variacion geografica

Diferencias raciales

étnicas

Diferencias por género

Lateralidad

Tendencias temporales

Edad materna

Peso al nacimiento

Edad gestacional

Gemelos

Patrones familiares

Variable, por lo general se considera 1/1000 rnv

Alta prevalencia en aborigenes australianos, Canada y en Lejano Oriente. Baja

prevalencia en Europa Meridional y Africa.

En general poblaciones de origen asiatico presentan frecuencias mayores que los

caucasicos, quienes presentan frecuencias mayores que los africanos.

M/F 2:1

Dos tercios de los defectos unilaterales ocurren en el lado izquierdo

La frecuencia se mantiene estable a través del tiempo

No tiene efecto en los casos aislados

Generalmente normal, puede observarse peso al nacer por debajo de la media.

Sin evidencia de mayor prematurez en los casos.

Gemelos monocigotos presentan concordancia de 6-19 veces mayor que gemelos

dicigotos. En gemelos dicigotos la concordancia es la misma que entre hermanos.

Con antecedentes familiares 15-25%.

Recurrencia en hermanos 3-5%



El grado de severidad en la presentacion clinica de LPHA puede variar enormemente,
desde labio hendido unilateral hasta labio bilateral con paladar y alveolo hendido. Los
estudios que han distinguido labio paladar hendido del paladar hendido solo (PHS),

reportan al LPHA con una frecuencia del doble con respecto al PHS (Jensen, 1998).

ETIOPATOGENIA

En cuanto a la patogénesis de las hendiduras orofaciales pueden ser clasificadas
como malformaciones, deformaciones, disrupciones o displasias, siendo la gran
mayoria malformaciones (Lettieri 1993). Embriolégicamente, un defecto severo en el
labio puede causar una hendidura en el paladar duro dando lugar a labio y paladar
hendido, por lo tanto, el labio hendido solo o con paladar hendido son manifestaciones
de la misma entidad con diferente grado de severidad. Por otro lado, la presencia de
paladar hendido aislado se debe a una falla en la fusién palatina independiente de la
region del labio. Con base en lo anterior, se considera que el labio paladar hendido es
una entidad epidemioldgica y etioldgica diferente del paladar hendido solo (Stainer and
Moore 2004).

Se sabe que la etiologia del LPHA es compleja, con un tipo de herencia multifactorial.
Durante los ultimos 30 afos el modelo del “umbral multifactorial” se ha aceptado
ampliamente para explicar la agregacion familiar de los defectos orofaciales. Este
modelo asume que la posibilidad de presentar una malformacion congénita como lo es
el LPHA esta determinada por el efecto pequefio pero aditivo de muchos factores
genéticos y ambientales. De acuerdo con este modelo, el fenotipo con la malformacion
se presenta cuando se excede un umbral, convirtiendo la posibilidad continua de
presentar un defecto especifico en una expresién de la malformacion del “todo o nada”
(Fraser 1970).

Factores ambientales

La falta de una completa concordancia entre gemelos monocigotos y la variacion de la
incidencia entre grupos sociales, étnicos y geograficos apoyan la contribucion de los
factores ambientales en la etiologia del LPHA (Sprintz, 2001). EI ambiente intrauterino
en el que se desarrolla el embrién esta determinado por el genotipo de la madre asi

como por otros factores maternos (Zhu, Kartiko and Finnell 2009), tales como:

1. Tabaquismo. El tabaquismo durante el embarazo causa hipoxia en el embrién y

se ha asociado con una incidencia incrementada de LPHA (Cobourne 2004). En
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un meta-analisis que analiza 24 estudios (15 casos y controles y 9 cohortes) se
estimé que las madres que fuman durante el primer trimestre del embarazo
tienen un RR de 1.34 (Cl 95%: 1.25-1.44) de tener un hijo con labio hendido
con o sin paladar hendido (Little, Cardy and Munger 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Meta-andlisis (Little, Cardy and Munger 2004): RR para LPHA en los hijos de las mujeres

que fumaron durante el embarazo.

En un estudio de casos y controles realizado posteriormente se observd un
efecto dosis-respuesta del tabaquismo para LPHA durante el primer trimestre
del embarazo con un OR de 1.6 (Cl 95%: 1.0-2.5) en tabaquismo pasivo
(convivencia con un fumador a 2m de distancia durante 2h al dia) y un OR de
1.9 (Cl 95%: 0.9-4.0) en madres que fumaron mas de 10 cigarros al dia (Lie, et
al. 2008).

Alcoholismo. En modelos animales se ha demostrado que la exposicion a
alcohol durante la gestacion ocasiona disrupcién en la formacién de la cresta
neural craneal que contribuye al desarrollo facial (Cartwright and Smith 1995;
Kotch and Sulik 1992; Chen, Yang, et al. 1996; Chen and Sulik 1996; Leite &

Koifman, 2009). Se ha propuesto que el alcohol es un antagonista del acido
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félico (Keyon, Nicolau and Gibbons 1998) y se ha sugerido que la ingestion de
alcohol por la madre durante el inicio del embarazo sin el consumo de
multivitaminicos en periodo periconcepcional resulta en un riesgo mayor de
LPHA en sus hijos (Romitti, et al. 2007). DeRoo, et al. (2008) obtuvieron un OR de
2.2 (1.1-4.2) para LPHA en madres que consumieron alcohol durante el primer
trimestre del embarazo de manera considerable (5 o mas bebidas por ocasion).
En un estudio de 274 casos y 548 controles realizado en Brasil para identificar
la asociacion entre la ingesta del alcohol durante el primer trimestre del
embarazo y la presencia de hendiduras orofaciales, se obtuvo para LPHA un
OR de 2.08 (1.27-3.41) si existe consumo materno de este teratégeno durante
el inicio de la gestacion (Leite and Koifman 2009). Aproximadamente 1 de cada
30 mujeres embarazadas suele abusar del consumo de alcohol y alrededor del
6% de ellas tiene descendencia con Sindrome de Alcohol Fetal o FAS (Gorlin,

Cohen and Hennekam 2001) dentro del cual puede presentarse LPH (Jones 2006).

Farmacos. Se ha reportado que el consumo durante el primer trimestre del
embarazo de agentes anticonvulsivantes como &acido valproico, fenitoina,
primidona y trimetadiona, asi como la administracién de antagonistas de acido
folico, isotretinoina y corticoesteroides aumentan el riesgo de labio paladar
hendido en el producto (Jones 2006). El 6% de los hijos de mujeres que toman
anticonvulsivantes presentan malformaciones al nacimiento como hendiduras
faciales; Dean, et al. (1999) en 57 casos con sus progenitores y 152 controles,
observaron que el polimorfismo ¢.677C>T en MTHFR presente en las madres
que tomaron valproato o carbamacepina durante el embarazo aumenta el
riesgo de Sindrome por Exposicion Fetal a Anticonvulsivantes con un OR de
3.3 (1.29 — 8.36) al tener el alelo 677T en estado homocigoto y de 2.1 (0.97—-
4.57) con presencia de uno o dos alelos 677T. De acuerdo al North American
AED Pregnancy Registry de 684 mujeres que consumieron lamotrigina durante
su embarazo, 5 de ellas tuvieron hijos con alguna hendidura orofacial (1 LH, 1
LPH, 3 PHS); el riesgo relativo para labio hendido aislado fue de 5.8 (0.8-41.1)
y para LPHA fue de 6.0 (0.9-42.8) (Holmes, et al. 2008). En el estudio de casos y
controles realizado por Pradat, et al. 2003 utilizando la base de datos MADRE,
que incluye 11,150 nifios con malformaciones, se encontré asociacion entre la
exposicion a corticoesteroides durante el primer trimestre del embarazo (Pradat,
et al. 2003) y la ocurrencia de LPHA (OR 2.59; 95% CI, 1.18-5.67). En Hungria
se realiz6é un estudio de casos (1,374) y controles (38,151) para determinar la

asociacion entre LPHA y la ingesta de farmacos durante el primer trimestre del



4.

6.

embarazo, se identificé un riesgo elevado para LPHA en los hijos de aquellas
madres que consumieron durante los primeros meses de la gestacion fenitoina
(OR 3.0, 1.5-5.8), oxprenolol (OR 4.2, 1.8-10.0), aminofenazona (OR 1.7, 1.2-
2.4), amoxicilina (OR 15.9, 4.9-51.2), diazepam (OR 1.7, 1.3-2.3), fenobarbital
(OR 2.1, 1.2-3.8) y tietilperacina (OR 1.7, 1.1-2.5) (Puho, et al. 2007).

Altitud. Se sugiere que la hipoxia debida a la altitud durante el embarazo
pudiera estar asociada con un aumento en la incidencia de defectos

congénitos, entre ellos LPH (Castilla, Lopez-Camelo and Campaiia 1999).

Fiebre. La regulacion de la temperatura corporal permite que se lleven a cabo
procesos bioldgicos como proliferacion, diferenciacion, migracion y maduracion
en el organismo, por lo que la pérdida de la homeotermia puede resultar en
alteracion y disrupcion del metabolismo, desnaturalizacion proteica y muerte
celular (Goldstein, et al. 2003). Estudios realizados en animales y humanos
durante los ultimos 50 afios han aportado evidencia del efecto teratogénico que
tiene el incremento de >1.5° C en la temperatura corporal materna durante el
embarazo. En un estudio multicéntrico de casos y controles se observé un
incremento en el riesgo de LPHA (OR 1.28 Cl 1.01-1.63) en mujeres que
cursaron con fiebre durante los primeros 2 meses de embarazo. El riesgo fue
mayor en las madres que no tomaron antipiréticos, lo cual sugiere que un
adecuado control de la temperatura durante el inicio del embarazo puede
disminuir los efectos deletéreos de la fiebre sobre el producto (Hashmi, et al.
2010).

Acido félico. El folato es un donador de carbono involucrado en la biosintesis
de purinas y pirimidinas como en la remetilacion de homocisteina produciendo
grupos metilo para la metilacion del DNA, proteinas vy lipidos. Por lo tanto, el
folato es importante para la expresion de multiples genes esenciales en la
proliferacién y diferenciacion celular durante la embriogenésis (van Rooij, et al.
2003). Existen dos hipotesis sobre el mecanismo patogénico de la deficiencia
de folato: la hipometilacion del DNA vy el efecto teratogénico de la
hiperhomocisteinemia. Cuando la concentracion de 5-metiltetrathidrofolato esta
reducida, la remetilacion de homocisteina en metionina disminuira y pocos
grupos metilos quedaran disponibles para la metilacion de DNA. La
hipometilacion puede cambiar la transcripcion y supresion de algunos genes

involucrados en la formacién del labio, alveolo y/o paladar y el nivel elevado de



homocisteina resultante es posible que sea teratogénico (Rosenquist, Ratashak
and Selhub 1996; Andaloro, Monaghan and Rosenquist 1998; Rosenquist, Schneider
and Monogham 1999). Varios estudios de casos y controles e intervenciones han
propuesto que el consumo periconcepcional de acido folico protege contra la
ocurrencia y recurrencia de LPHA (Czeizel 1993; Briggs 1976; Tolarova and Harris
1995; Shaw, Lammer and OMalley 1995; Itikala, et al. 2001) y en el estudio
realizado por van Rooij, et al. (2003) se menciona que el genotipo en MTHFR de
la madre parece tener mayor importancia que el del padre o el hijo dado que la
madre provee el ambiente en el que se desarrolla el embrion y éste es
totalmente dependiente de los niveles de folato durante la gestacion. Se
observé que el riesgo para LPHA en las madres con genotipo 677TT o 1298CC
en MTHFR era mayor (OR 10.0 Cl: 95% 1.3-79.1 y OR 6.5 Cl: 95% 1.4-30.2
respectivamente) si no consumian suplemento de acido félico y tenian baja
ingesta de folato en la dieta durante el periodo periconcepcional. Por lo anterior
se sugiere que es posible compensar el efecto de la actividad enzimatica
reducida, como resultado de los polimorfismos en el gen MTHFR, aumentando
el consumo materno de acido folico a través de un suplemento y/o en la dieta
(van Rooij, et al., 2003). En el estudio realizado por Wilcox, et al. 2007 para
determinar el papel de los suplementos de acido félico, dieta rica en folatos y
multivitaminicos en la prevencion de hendiduras faciales se observo que la
suplemetacion con acido félico durante el inicio del embarazo a una dosis igual
o0 mayor a 400 ug/dia se asoci6é a una disminucién en el riesgo de LPHA (OR
ajustado 0.61, Cl 95%: 0.39-0.96). Independiente de los suplementos de acido
folico, la ingesta de dietas ricas en frutas, en vegetales y en otros alimentos
con alto contenido de folato disminuyeron el riesgo de LPHA (OR ajustado
0.75, Cl 95%: 0.50-1.11). El riesgo mas bajo de LPHA se presenté en las
madres con dieta rica en folatos e ingesta de suplemento de acido félico y
multivitaminicos (OR 0.36, Cl 95%: 0.17-0.77). Los resultados obtenidos en el
meta-analisis realizado por Badovinac, et al. 2007 apoyan la hipétesis del efecto
protector de la ingesta de suplemento de acido félico durante el embarazo para

la presencia de LPHA (Figura 2).



Cleft lip + cleft palate (random effects model)

Odds ratio
Study (95% Cl)
Fraser, 1964 - | 0.82(0.47,1.42)
Saxen, 1975 : . 1.48 (1.02,2.15)
Shaw, 1995 . 0.50 (0.38,0.65)
Hayes, 1996 . 0.96 (0.71,1.31)
Czeizel, 1996 . 0.70 (0.52,0.94)
Waerler, 1999 : . | 0.85 (0.55,1.31)
Itikala, 2001 B : 0.55 (0.37,0.81)
Loffredo, 2001 . ‘ 0.58 (0.43,0.78)
Kallen, 2002 . | 0.66 (0.27,1.59)
Mitchell, 2003 - ‘ 0.58 (0.40,0.89)
van Rooij, 2003 . 0.60 (0.39,0.92)
Overall (95% Cl) o’ \ 0.72 (0.58,0.87)
274434 1 3.64386

Figura 2. Meta-andlisis de 12 estudios de casos y controles con LPH y consumo de acido folico
(Badovinac, et al. 2007).

Se ha demostrado una reduccion del 48-50% en la ocurrencia de LPHA en madres
que consumieron multivitaminicos en el periodo periconcepcional (Shaw, Lammer and
OMalley 1995; Itikala, et al. 2001).

Igualmente se ha reportado proteccién significativa contra LPHA en respuesta a la
suplementacion con una alta dosis de acido félico (10mg) en el estudio de Tolarova and
Harris (1995); en este estudio observaron que en el grupo sin suplemento de acido
félico el 4.05% (77/1824) de los embarazos resultdé en un nifio con LPHA en
comparacion con el grupo que consumié acido félico en el que sdlo el 1.4% (3/211)

presentd el defecto, lo cual representa un 65.4% de diminucidn en la ocurrencia.

Factores genéticos

La contribucion de los factores genéticos en el LPHA se ha establecido mediante
estudios en gemelos, en los cuales se ha calculado que el indice de heredabilidad del
LPHA es 0.60, lo que significa que el 60% de su etiologia se explica por factores
genéticos y un 40% por factores ambientales (Cobourne 2004).

Como se ha mencionado, actualmente se considera que el LPHA esta determinado
por el efecto pequefo pero aditivo de diversos genes que actuan en conjunto con
factores ambientales especificos. Se ha estimado que cada locus incrementa el riesgo
de recurrencia en familiares en primer grado de tres a seis veces (Farrall and Holder

1992; Mitchell and Christensen 1996). EI hermano de un nifio afectado tiene un riesgo 30
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veces mayor de padecer LPHA que el resto de la poblacion, ademas de que la
concordancia entre gemelos monocigotos varia de 25 a 45%, mientras que en
gemelos dicigotos es de 3-6% (Mitchell and Risch 1992; Gorlin, Cohen and Hennekam
2001).

Los avances recientes, en el analisis de enfermedades multifactoriales, logrados en el
campo de la Genética y de la Biologia Molecular, han permitido la identificacion de
genes asociados con el LPHA. Algunos de los genes que confieren susceptibilidad
para este defecto son IRF6 (Interferon Regulating Factor 6), MSX1 (Muscle Segment
Homeobox 1), TGFA (Transforming Growth Factor Alpha), PVRL1 (Polivirus Receptor
Like 1), TGFB3 (Transforming Growth Factor Beta 3) y MTHFR
(Methylenetetrahydrofolate Reductase) (Jones 2006).

* GEN MTHFR

El gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) localizado en 1p36.3, tiene un
cDNA con una secuencia de 2.2 kb y esta conformado por 11 exones y 10 intrones
(Goyette, et al. 1998) una regiéon promotora sin caja TATA, islas CpG, multiples sitios
potenciales de unién a SP1 y sitios de union para muchos otros factores de

transcripciéon (Gaughan, et al. 2000) (Figura 3).

Gaughan, et al. 2000 mediante analisis de Northern blot identificaron transcritos de 2.8
kb, 7.2 kb y 9.0 kb en cerebro, musculo, placenta y estémago. Los transcritos de
diferente tamano resultan de sitios alternos de inicio de la transcripcion y sefales de
poliadenilacién. La cantidad total de enzima es baja y la proporcién de cada transcrito

difiere entre tejidos.

Chr 1
0 o ©
S T T e T T B I T - I I R B iy
W W o+t o oA o N H H ™ - N o O T 0L o NN o NN
@ @ @M MM M o o NN o4 o o SN NG M W wd o o
2 o o0 o0 2o 2 2 o 2o T T T T o ooo O oo O OO OO
(I L] | ENENE | X I | || ]
[11796142 p [11907835 p
AGTRAP Clorfl167 HTHF R tf— NPPA
CLCNG
NC_000001,10
4115366115 ] 411545757 ]
Sk i 3*
NH_005957.3 —————HH— A N\P_005348.3 CCDS137.1
B - codina resion B - untranslated resion

Figura 3. Localizacion (http://ghr.nim.nih.gov/gene/MTHFR) y estructura del gen MTHFR
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/4524)
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Este gen codifica para una enzima que en su forma activa es un homodimero con un

peso molecular de 150 KDa (Goyette, et al. 1998) (Figura 4).

Figura 4. Esquema de la enzima MTHFR

(www.mrc-Imb.cam.ac.uk/genomes/date/1b5t.html).

La enzima es la 5-10 metilentetrahidrofolato reductasa la cual tiene un papel principal
en el metabolismo de los folatos pues convierte el 5,10 metilentetrahidrofolato, un
donador de carbono en la biosintesis de los nucléotidos, en 5 metilentetrahidrofolato,
un donador de carbono en la remetilacion de la homocisteina a metionina (OMIM,
607093) (Figura 5).

e

Nucleotide 5. 10-methylene-
blosynthesis tetrahydrofolate reductase
(MTHFR)
I /’—\ Cystathianine
b deamat et Smathyh %smm‘omno synthase
tetrahydrololate tetrahydrofolats okia vilami B

5 Homocysteine
\\ Methionine synthase \
plus vitemin 8,3, MSR

S-adenosyl-
homocysteine

: /I Methionine -\
\ Meihyi / Methylated \
/ fransferases DNA, proteins,
liplds
Folic Acid ner. A
methionine

folic acid receptors DNA, proteins, liplds

tetrahydrofolale =

Figura 5. Via metabodlica del folato. La enzima MTHFR cataliza la conversion de 5,10
metilentetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato, forma en la que circula mayormente el folato
(Botto and Yang 2000)
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MUTACIONES EN MTHFR

Sibani, et al. 2003 estipularon que 29 mutaciones raras en MTHFR habian sido
identificadas en pacientes con homocistinuria. En 11 familias con deficiencia de
MTHFR, Tonetti, et al. 2003 identificaron 14 mutaciones, de las cuales 10 no habian
sido descritas. No encontraron correlacién bioquimica o clinica con mutaciones

especificas.

TABLA 2. POLIMORFISMOS Y MUTACIONES EN EL GEN MTHFR (den Dunnen and

Antonarakis 2000)
Polimorfismos en el gen MTHFR que confieren Algunas mutaciones en MTHFR causantes de
termolabilidad a la enzima homocistinuria por deficiencia en la MTHFR
c.1298A>C / p.E429A ¢.559C>T / p.R184X
c.677C>T / p.A222V c.482G>A/ p.R158Q

c.983A>G / p.N324S
c.1027T>G / p.W339G
c.1084C>T
c.1711C>T
c.1081C>T
c.1755G>A / p.M581|
c.1141C>T / p.R377C

p.L323P

POLIMORFISMOS EN MTHFR

Se han encontrado variantes génicas en MTHFR, las cuales aumentan la
termolabilidad de la enzima, pero que per se no condicionan ninguna enfermedad; dos
de estas variantes son ¢.677C>T y ¢.1298A>C. Ambas variantes son polimorfismos de
nucleotido unico (SNP) en el gen MTHFR cuya presencia disminuye la actividad
enzimatica, ocasionando hiperhomocistinemia, particularmente en estados deficientes

de folato.
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La frecuencia del polimorfismo ¢.677C>T es relativamente elevada alrededor del
mundo. Wilken, et al. (2003) estudiaron la distribucion geografica y étnica del
polimorfismo ¢.677C>T en el gen MTHFR en mas de 7,000 recién nacidos de 16
regiones en Europa, América, Medio Oriente y Australia. ElI genotipo TT fue
particularmente comun en el norte de China (20%), sur de Italia (26%) y México (32%).
Incluso se encontré evidencia de gradientes geograficos en Europa (aumento de norte
a sur) y en China (decremento de norte a sur). La frecuencia del genotipo TT fue baja
en los recién nacidos de ancestria africana, intermedia en los recién nacidos de origen
europeo y alta en los de ancestria hispanoamericana. McAndrew, et al. (1996)
encontraron que la frecuencia alélica de la forma termolabil c.677C>T en estado
heterocigoto fue de 0.30 en caucasicos y 0.10 en aficano-americanos. Estos hallazgos
sugirieron la existencia de eventos selectivos causantes de esta marcada variacion.
Kumar, et al. (2005), en un grupo de 400 individuos hindus, determinaron que la
frecuencia del genotipo 1298CC fue de 19.46%, lo cual fue mucho mas alta que la
reportada en poblacion caucéasica (9.4%), china (3.3%) y japonesa (1.6%). La
frecuencia del alelo 1298C fue de 14.7% y del genotipo 1298CC de 2.3% en un
estudio realizado en individuos residentes en la ciudad de México (Guéant-Rodriguez, et
al. 2006).

Friso, et al. (2002) observaron el efecto del folato en la metilacion del DNA genémico
con énfasis en la interaccion del polimorfismo ¢.677C>T en el gen MTHFR. Los
resultados mostraron una correlacion directa de la metilacién del DNA con el nivel de
folato y una correlacion inversa con los niveles plasmaticos de homocisteina. Los
genotipos TT tienen un nivel de metilacion de DNA disminuido en comparacion con
aquellos con genotipo CC. Por lo que se considera que el polimorfismo ¢.677C>T

influye en la metilacion del DNA a través de la interaccion con el folato.

MTHFRY LPHA
Existen diversos estudios de asociacion de los polimorfismos ¢.677C>T y c.1298A>C

con LPHA, asi como de la interaccién gen-ambiente entre polimorfismos en el gen

MTHFR y la ingesta del acido félico periconcepcional (Ver tabla 3, 4).
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Autor y afio

Shaw, et al. 1998
(California)

Tabla 3. Estudios de asociacién de polimorfismos en el gen MTHFR con LPHA (odds ratio, riesgo relativo)

Diseno del estudio y
origen étnico

Casos y controles
Casos 310

Hispanos 88
Caucasicos 191
Africanos 8
Otros 23

Controles 383

Hispanos 103
Caucasicos 225
Africanos 13
Otros 41

Frecuencia alelo  Frecuencia alelo

Frecuencia
genotipica

677TT (%)
Casos

Todos 12.9
Hispanos 13.6
Caucasicos 13.1
Africanos 12.5
Otros 8.7

Controles
Todos 12.8
Hispanos 18.9
Caucasicos 10.8
Africanos 15.4
Otros 2.4

Frecuencia
genotipica

677CT (%)
Casos

Todos 41.0
Hispanos 51.1
Caucasicos 38.2
Africanos 12.5
Otros 34.8

Controles

Todos 46.5
Hispanos 42.3
Caucasicos 50.0
Africanos 23.1
Otros 29.3

Frecuencia
genotipica

677CC (%)
Casos

Todos 46.1
Hispanos 35.2
Caucasicos 48.7
Africanos 75.0
Otros 56.5

Controles
Todos 40.7
Hispanos 31.5
Caucasicos 36.2
Africanos 61.5
Otros 68.3

OR/RR

Todos

TTvs CC

0.89 (0.55-1.4)
CT vs CC

0.78 (0.56—1.1)

Hispanos

TT vs CC

0.65 (0.28-1.5)
CT vs CC

1.1 (0.58-2.0)

Caucasicos
TTvs CC

0.90 (0.48-1.7)
CT vs CC

0.57 (0.38-0.86)

Africanos

TTvs CC

0.67 (0.01-16.2)
CTvs CC

0.44 (0.01-7.6)

Otros

TT vs CC

4.3 (0.41-45.1)
CT vs CC

1.4 (0.41-5.0)

Genotipo 677TT no
confiere un riesgo
elevado para LPHA
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Tolarova, et al.
1998
(Argentina)

Mills, et al. 1999
(Irlanda)

Martinelli, et al.
2001
(Italia)

Grunert, et al. 2002
(Alemania)

Casos y controles
Latinos

Variante ¢c.677C>T
Casos 111
Controles 106

Variante ¢.1298A>C
Casos 108
Controles 103

Casos y controles
Caucasicos

Casos 66
Controles 848

Casos y controles
Caucasicos

Casos 64
Controles 106

Casos y controles
Caucasicos

Variante ¢c.677C>T
Casos 66
Controles 184

Variante c.1298A>C
Casos
Controles

677TT
Casos 19 (17.1)
Controles 8 (7.5)

1298CC
Casos 2 (1.9)
Controles 7 (6.8)

677TT

Casos 10 (15.2 %)
Controles 83 (9.8%)

677TT

Casos 12 (18.7)
Controles 17 (16.0)

677TT
Casos 6 (9.1)
Controles 25 (13.6)

1298CC
Casos 7 (10.8)
Controles 27 (14.6)

677CT
Casos 49 (44.1)
Controles 52 (49.1)

1298AC
Casos 39 (36.1)
Controles 33 (32.0)

677CT

Casos 30 (46.9)
Controles 43 (40.6)

677CT
Casos 26 (39.4)
Controles 69 (37.5)

1298AC
Casos 30 (46.1)
Controles 80 (43.5)

677CC
Casos 43 (38.8)
Conroles 46 (43.4)

1298AA
Casos 67 (62.0)
Controles 63 (61.2)

677CC

Casos 22 (34.4)
Controles 46 (43.4)

677CC
Casos 34 (51.5)
Controles 90 (48.9)

1298AA
Casos 28 (43.1)
Controles 77 (41.9)

OR
1.21(0.71-2.08)

OR
0.96 (0.55-1.68)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA

OR
1.65 (0.81-3.35)

Genotipo 677TT no
confiere un riesgo
elevado para LPHA

OR
1.46 (0.77-2.78)

Genotipo 677TT no
confiere un riesgo
elevado para LPHA

OR
0.90 (0.51-1.58)

OR
0.95 (0.54-1.68)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA



L1

van Rooij, et al.
2003
(Holanda)

Shotelersuk, et al.
2003
(Tailandia)

Pezzetti, et al. 2004
(Italia)

Casos y controles
caucasicos

Variante c.677C>T
Casos 105
Controles128

Variante c.1298A>C
Casos 94
Controles 115

Casos y controles
asiaticos

Variante ¢c.677C>T
Casos 109
Controles 202

Variante c.1298A>C
Casos 109
Controles 202

Casos y controles
caucasicos

Variente c.677C>T
Casos 110
Controles 289

Variente c.1298A>C
Casos 110
Controles 289

677T
Casos 0.11
Controles 0.12

1298C
Casos 0.28
Controles 0.27

677T
Casos 0.48
Controles 0.41

677C
Casos 0.89
Controles 0.88

1298A
Casos 0.72
Controles 0.73

677C
Casos 0.52
Controles 0.59

677TT
Casos 6 (5.7)
Controles 4 (3.1)

1298 CC
Casos 12 (12.8)
Controles 11 (9.6)

677TT
Casos 0 (0.0)
Controles 2 (1.0)

1298 CC
Casos 6 (5.5)
Controles 14 (6.9)

677 TT
Casos 24 (21.8)
Controles 43 (14.9)

1298 CC
Casos 8 (7.3)
Controles 43 (14.9)

677 CT
Casos 45 (42.9)
Controles 54 (42.2)

1298 AC
Casos 34 (36.2)
Controles 43 (37.4)

677 CT
Casos 25 (22.9)
Controles 46 (22.8)

1298 AC
Casos 48 (44.0)
Controles 80 (39.6)

677 CT
Casos 58 (52.7)
Controles 151 (52.2)

1298 AC
Casos 46 (41.8)
Controles 151 (52.2)

677 CC
Casos 54 (51.4)
Controles 70 (54.7)

1298 AA
Casos 48 (51.0)
Cotroles 61 (53.0)

677 CC
Casos 84 (77.1)
Controles 154 (76.2)

1298 AA
Casos 55 (50.5)
Cotroles 108 (53.5)

677 CC
Casos 28 (25.5)
Controles 95 (32.9)

1298 AA
Casos 56 (50.9)
Controles 95 (32.9)

OR
1.14 (0.68-1.91)
OR
1.08 (0.63-1.87)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA

OR
0.95 (0.55-1.66)

OR
1.13(0.71-1.80)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA

OR
1.43 (0.87-2.35)

OR
0.47 (0.30-0.74)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA
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Gaspar, et al. 2004
(Brasil)

Zhu, et al. 2006
(China)

Chevrier, et al.
2007
(Francia)

Casos y controles
latinos

Sao Paulo
Casos 172
Controles 243

Ceara
Casos 252
Controles 401

Casos y controles
asiaticos

Habitantes del Norte
65

Habitantes del Sur
74

Casos y controles
caucasicos

Casos 148
Controles 168

677T
Casos 0.29
Controles 0.28

677C
Casos 0.71
Controles 0.72

677TT

Casos

Blancos 32(9.5%)
No blancos 5(7.5%)
Otros 2(11.8%)
Total 39(9.2%)

Controles

Blancos 37(7.8%)
No blancos 8(8.9%)
Otros 3(3.7%)
Total 48(7.4%)

677TT

Norte 25
Sur 4

677TT

Casos 22 (14.9%)
Controles 33
(19.6%)

677CT

Casos

Blancos 140(41%)

No blancos 23(34.3%)
Otros 9(52.9%)

Total 172(40.6%)

Controles

Blancos 202(42.6%)
No blancos 39(43.3%)
Otros 28(35.0%)

Total 269(41.8%)

677CT

Norte 34
Sur 45

677CT

Casos 60 (40.5%)
Controles 81 (48.2%)

677CC

Casos

Blancos 168(49.5%)
No blancos 39(58.2%)
Otros 6(35.3%)

Total 213(50.2%)

Controles

Blancos 235(49.6%)
No blancos 43(47.8%)
Otros 49(61.3%)
Total 327(50.8%)

677CC

Norte 6
Sur 25

677CC

Casos 66 (44.6%)
Controles 54 (32.1%)

OR
0.98 (0.77-1.25)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA

Norte

677TT OR 6.31 (1.35-
29.48)

677CT OR 5.63 (1.18-
26.93)

Sur

677TT OR 0.41 (0.13-
1.34)

677CT OR 1.46 (0.74-
2.86)

El genotipo 677TT y
677CT se asocié con
un riesgo elevado
para LPHA en los
casos del Norte de
China

OR 0.54 (0.3-1.1)

Genotipos 677TT
no confiere un
riesgo elevado para
LPHA
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Brandalize, et al.
2007
(Brasil)

Mills, et al. 2008
(Irlanda)

Davalos-Rodriguez,
et al. 2009
(México)

Ali, Singh and
Raman, 2009

Casos y controles
latinos

Casos 114
Controles 100

Casos y controles
caucasicos

MTHFR 677
Casos 492
Controles 1599

MTHFR 1298
Casos 407
Controles 1050

Casos y controles
hispanos

Casos 67
Controles 70

Casos y controles
Casos 323
Controles 214

e77T
Casos 0.37
Controles 0.35

677T
Casos

52 (39%)
Controles
58 (41%)

677T
Casos 16.87%
Controles 9.35%

1298C

Casos 25.23%
Controles
31.07%

677C
Casos 0.63
Controles 0.65

677C
Casos

82 (61%)
Controles
82 (59%)

677C

Casos 83.13%
Controles
90.65%

1298A

Casos 74.77%
Controles
68.93%

677TT
Casos 19
Controles 14

677 TT

Casos 54 (11.0%)
Controles 63
(10.2%)

1298 CC
Casos 33 (8.1%)
Controles 92 (8.8%)

677TT
Casos 7 (10%)
Controles 11 (16%)

677TT
Casos 3.41%
Controles 0.93%

1298CC
Casos 5.88%
Controles 8.41%

677CT
Casos 46
Controles 41

677 CT
Casos 221 (44.9%)
Controles 721 (45.1%)

1298 AC
Casos 172 (42.3%)
Controles 439 (41.8%)

677CT
Casos 38 (57%)
Controles 36 (51%)

677CT
Casos 26.93%
Controles 16.82%

1298AC
Casos 38.70%
Controles 45.33%

677CC
Casos 49
Controles 45

677 CC
Casos 217(44.1%)
Controles 715 (44.7%)

1298 AA
Casos 202 (49.6%)
Controles 519 (49.4%)

677CC
Casos 22 (33%)
Controles 23 (33%)

677CC
Casos 69.66%
Controles 82.24%

1298AA
Casos 55.42%
Controles 46.26%

Sin diferencia
significativa entre
las frecuencias del

alelo 677T y el

genotipo 677TT
de casos y controles

OR
1.08 (0.78-1.50)

Genotipos 677TT y
1298CC no
confieren un riesgo
elevado para LPHA

Sin diferencia
significativa entre
las frecuencias del

alelo 677T y el

genotipo 677TT
de casos y controles

CCvs CT

OR 1.89 (1.22-2.92)
CCvsTT

OR 4.30 (0.94-19.66)

AA vs AC
OR 0.71 (0.49-1.02)
AAvs CC
OR 0.58 (0.29-1.64)

El genotipo 677TT
confiere mayor
riesgo para LPHA
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Autor y afio

Shaw, 1998

Wyszynski, 2000
(Reanalisis de los
datos de Shaw)

Van Rooij, 2003

Tabla 4. Interacciones gen-ambiente entre MTHFR y suplemento de acido folico durante el embarazo

Origen étnico

Hispanos
Caucasicos
Africanos
Otros
(California)

Hispanos
Caucasicos
Africanos
Otros
(California)

Caucasicos
(Holanda)

Disefio del estudio

Casos y controles

310 casos
Hispanos 88
Caucasicos 191
Africanos 8
Otros 23

383 controles
Hispanos 103
Caucasicos 225
Africanos 13
Otros 41

Casos y controles

Casos 310
Controles 383

Casos y controles

Casos 179
Controles familiares 204

Ingesta periconcepcional de acido

677CC
677TT
677CC
677TT
677CC
677CT
677CC
677CT

Casos

677CC
677CT
677TT
677CC

677CT
677TT

Casos

677TT

677CT

677CC

falico

Si
Si
No
No
Si
Si
No
No

Si
Si

No
No
No

No
Si
No
Si
No

1.9

252
16.5
37.9
14.6

Casos %

Controles %

102
27

102
124

30

0.8

22.6
20.2
32.2
21.8

OR/RR

OR
0.74 (0.39-1.4)
1.4 (0.54-3.6)

0.82 (0.54-1.2)
0.79 (0.40-1.6)

El genotipo 677TTy la
falta de ingesta de
acido folico
periconcepcional por
la madre no confieren
un mayor riesgo para
LPHA

OR 1.0 (reference)
OR 0.8 (0.5-1.2)
OR 0.7 (0.4-1.4)
OR 2.1 (1.2-3.8)
OR 1.7 (0.9-3.0)
OR 3.0 (1.2-7.2)

La falta de ingesta
periconcepcional de
vitaminas con el
genotipo 677TT y
677CC se asoci6 con
mayor riesgo para
LPHA
OR
3.5(0.3-42.4)
2.4 (0.5-12.3)
1.7 (0.7-3.9)
1.3 (0.5-3.1
1.7 (0.8-3.8)
1.0 (referente)

Sin asociacion con
Riesgo elevado para
LPHA
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Madres

677TT

677CT

677CC

Casos

1298CC

1298AC

1298AA

Madres
1298CC

1298AC

1298AA

No
Si
No
Si
No
Si

No
Si
No
Si
No
Si

No
Si
No
Si
No
Si

5.5

25.3
10.9
37.7
15.8

8.7
4.4
20.6
15.2
35.9
15.2

8.1
4.8
31.5
9.7
29.0
16.9

1.2

26.2
17.7
29.3
201

6.4
2.7
17.3
20.9
28.2
124.5

52

234
18.2
24.0
247

OR
5.9 (1.1-30.9)

Genotipo materno
677TT y falta de
ingesta
periconcepcional de
acido folico eleva el
riesgo para LPHA

OR

1.7 (0.5-5.8)
2.7 (0.5-14.3)
1.8 (0.7-4.5)
1.0 (0.4-2.6)
1.9 (0.8-4.4)
1.0 (reference)

Sin asociacion con
riesgo elevado para
LPHA

OR

2.2 (0.7-6.5)
1.3 (0.4-4.5)
1.9 (0.9-3.9)
0.7 (0.3-1.7)
1.7 (0.8-3.4)
1.0 (reference)

Genotipo materno
1298CC y falta de
ingesta
periconcepcional de
acido folico eleva el
riesgo para LPHA
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Jugessur, 2003

Chevrier, 2007

Caucasicos
(Noruega)

Caucasicos
(Francia)

Casos y controles

173 trios

Casos y controles

148 casos
168 controles

Pacientes
677TT

677CC

Madres
677TT

677CC

Casos
677TT
677CT

677CC

Madres
677TT
677CT

677CC

No
Si
No
Si

No
Si
No
Si

Baja ingesta
Alta ingesta
Baja ingesta
Alta ingesta
Baja ingesta
Alta ingesta

Baja ingesta
Alta ingesta
Baja ingesta
Alta ingesta
Baja ingesta
Alta ingesta

RR

1.44 (0.73-2.82)
4.31 (1.55-12.01)
1.0 (reference)
1.0 (reference)

El genotipo 677CT o
677TT y laingesta de
acido folico
periconcepcional
confiere riesgo
elevado para LPHA
RR
1.44 (0.73-2.82)
0.78 (0.33-1.85)
1.0 (reference)
1.0 (reference)

Sin asociacion con
riesgo elevado para
LPHA

0.66 (0.3-1.3)
1.0 (reference)
1.0 (reference)

Sin asociacién con
riesgo elevado para
LPHA

OR

1.19 (0.4-3.6)

0.48 (0.1-2.0)

1.35 (0.6-3.3)

0.92 (0.4-1.8)

1.0 (reference)

1.0 (reference)

Sin asociacién con
riesgo elevado para
LPHA
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Boyles, 2008

Caucasicos
(Notuega)

Casos y conroles
377 casos
763 controles familiares

Casos
677TT
677CT
677CC

Madres
677TT
677CT
677CC

Casos
677TT
677CT
677CC

Madres
677TT
677CT
677CC

<400ug

<400ug

>400ug

>400ug

RR 0.72

Sin asociacién con
riesgo elevado para
LPHA
RR 0.037

Sin asociacion con
riesgo elevado para
LPHA
RR 0.77

Sin asociacién con
riesgo elevado para
LPHA
RR 0.86

Sin asociacion con
riesgo elevado para
LPHA



Como se observa en las tablas, la mayoria de los estudios no encuentran asociacion
entre los polimorfismos c.677C>T y ¢c.1298A>C y LPHA, excepto en el primer estudio
de Mills, et al. (1999), Zhu, et al. (2006), Chevrier, et al. (2007) y Ali, Singh and Raman (2009)
descritos a continuacion.

Mills, et al. (1999) examinaron la prevalencia de la variante ¢.677C>T en individuos
ifandeses con hendidura orofacial y en un grupo control elegido al azar. En 848
controles 83 (9.8%) fueron homocigotos TT (variante termolabil de MTHFR). Este
genotipo se encontré en 7/27 individuos (25.9%) con paladar hendido aislado y en
10/66 individuos (15.2%) con labio hendido con o sin paladar hendido. EI OR para
LPHA fue de 1.65 (0.81-3.35), para paladar hendido solo el OR fue de 3.23 (1.32-7.86)
y al combinar los dos grupos el OR fue de 2.06 (1.16-3.66). En este trabajo se
concluy6 que en la poblacion irlandesa la homocigocidad de la variante ¢.677C>T que
confiere termolabilidad a la enzima MTHFR es significativamente mas frecuente en
aquellos con paladar hendido aislado, lo cual podria ser etiolégicamente importante.
Sin embargo, Mills, et al., (2008) en un estudio posterior con un tamafio de muestra
mayor de la poblacion irlandesa (492 casos con LPHA, 321 con PHS y 1599 controles)
observaron que el polimorfismo ¢.677C>T en realidad no es un factor de riesgo para
LPHA (OR 1.08, 0.78-1.50) ni para PHS (OR 0.96, 0.64-1.43).

Zhu, et al. (2006) estudiaron el polimorfismo ¢.677C>T en 170 trios chinos y observaron
una moderada asociacion entre el alelo 677T y la presencia de labio hendido con o sin
paladar hendido en familias del norte de China, mas no en el sur de este pais. En los
padres heterocigotos del norte de China se observd el doble de posibilidad de
transmitir el alelo de riesgo 677T a los casos en comparaciéon con los padres del sur
(OR 2.24, 95% CI1:1.08-4.65), lo que sugirid heterogeneidad genética en el desarrollo
de LPHA entre las poblaciones del norte y del sur en China.

Chevrier, et al. (2007) realizaron un estudio de asociacion de hendiduras orofaciales no
sindrémicas con el polimorfismo MTHFR ¢.677C>T en 148 nifios con LPHA, 59 nifios
solo con paladar hendido y 168 controles. El OR para LPHA fue menor con el genotipo
677TT (OR 0.54, Cl 0.3-1.1) que con el genotipo 677CT (OR 0.65, Cl 0.4-1.1) y, para
paladar hendido el OR con el genotipo 677TT (OR 0.33, 0.1-1.0) fue también menor
que con el genotipo 677CT (OR 0.78, 0.4-1.5). Aunque sus resultados no fueron
estadisticamente significativos y su tamafno de muestra fue limitado, los autores
sugieren que el alelo 677T esta asociado con un riesgo disminuido para LPHA y PHS.
Ali, Singh and Raman (2009) realizaron un estudio de asociacién de tres polimorfismos
(IRF6 820GG, c.677C>T y ¢.1298A>C en el gen MTHFR) con riesgo para presentar
LPHA incluyendo a 323 casos, 116 madres, 108 padres y 214 controles. Encontraron

que la homocigocidad para MTHFR 677T en los controles y en los padres sanos fue
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<1% mientras que en el grupo de los casos fue mayor (3.4%); asimismo el OR para
LPHA fue de 4.30 (0.94-19.66). La frecuencia del genotipo 677CT fue también alta en
los casos (26.93%) y en las madres de los casos (31.90%) con respecto a los
controles (16.82%) con un OR para los casos con LPHA de 1.89 (1.22-2.92) y en las
madres de 2.32 (1.36-3.94). Con los datos anteriores se concluye que los homocigotos
677TT muestran una asociacion mayor, aunque no estadisticamente significativa, para
presentar LPHA con relacion a los heterocigotos 677CT. La variante c.1298A>C en el
gen MTHFR no mostré asociacion alguna con riesgo para LPHA ni en estado
heterocigoto (OR 0.71, 0.49-1.02) ni en homocigoto (OR 0.58, 0.29-1.64) y el genotipo
IRF6 820GG confirid6 un riesgo bajo (OR 1.84, 1.25-2.70). Sin embargo, la
combinacion de los genotipos IRF6820GG/MTHFR677CT presente en el 22.29% de
los pacientes y en 5.61% de los controles se asoci6é con un riesgo mayor para LPHA
(OR 3.52, 1.82-6.69).

CUADRO CLINICO

El grado de severidad de LPH puede variar enormemente, desde labio hendido

unilateral hasta labio bilateral con paladar hendido (Cobourne 2004) (Figura 6).

AN Nariz A
Lo Labio superior

‘- Paladar primario
ﬁ‘ Paladar secundario

Figura 6. Tipos de defectos orofaciales. A) Labio hendido unilateral; B) Labio hendido bilateral; C) Labio y
paladar primario hendido unilateral; D) Labio y paladar primario hendido bilateral; E) Labio y paladar completo hendido
unilateral F) Labio y paladar completo hendido bilateral; G) Paladar secundario hendido aislado; H) Paladar blando

hendido aislado; I) Paladar blando hendido submucoso.
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DIAGNOSTICO

El diagnostico de LPH es clinico, se establece mediante la exploracion fisica desde el
nacimiento. Actualmente la deteccion prenatal del labio hendido es posible mediante
ultrasonido; sin embargo, puede no ser detectado mediante escaneo obstétrico de
rutina y una hendidura labial pequefia puede pasar desapercibida incluso por personal
especializado. Ademas, el paladar hendido solo es dificil de identificar mediante
ultrasonido durante el embarazo (Firth, Hust and Hall 2005). La frecuencia de deteccién
ultrasonografica de hendiduras orofaciales en etapa prenatal varia en la literatura de
18% a 56% (Exalto, et al. 2009).

PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

El prondstico de los pacientes con LPHA que son sometidos al tratamiento adecuado y
oportuno suele ser muy bueno (Jones 2006).

El tratamiento debe contemplar el aspecto estético y linglistico, asi como enfocarse
en las complicaciones mas frecuentes de los pacientes con este defecto, por lo que se
requiere de un equipo multidisciplinario y seguimiento a largo plazo (Jones 2006).

La reconstruccion quirurgica del defecto implica varias intervenciones a lo largo del
crecimiento y desarrollo del individuo pero debe iniciar a edad temprana ya que existe
evidencia de mejores resultados en el area de lenguaje si se realiza la correccién del
paladar antes del primer afio de vida (Jones 2006).

Dentro de las complicaciones que suelen presentarse en LPHA se encuentran:

a. Dificultad para la alimentacion. Dentro de los cuidados inmediatos necesarios
del paciente con LPHA se encuentra la alimentacién. Generalmente el reflejo
de succién y deglucion son normales y a pesar de que el reflujo nasofaringeo
puede estar presente, existe bajo riesgo de aspiracion. Se ha observado que
dar seno materno posterior a la reparacion del labio hendido promueve un
mejor crecimiento en el nifio. Actualmente se cuenta con una gran variedad de
dispositivos para facilitar la alimentacion en los pacientes con LPHA (Jones
2006).

b. Infecciones del oido y pérdida auditiva. Los cuadros de otitis media se pueden
presentar hasta en un 30% de los pacientes con LPHA y pueden dar lugar a

hipoacusia conductiva secundaria unilateral o bilateral, por lo que en ocasiones
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se deben colocar tubos de ventilacion como tratamiento profilactico (Vallino,
Zucker and Napoli 2008).

c. Alteraciones en el lenguaje. A causa de la hendidura en el labio y el paladar, la
funcion velofaringea puede verse alterada causando frecuentemente errores
en la articulacién de las palabras. También pueden presentarse retraso en el
lenguaje y resonancia anormal (voz hipo o hipernasal). Estas complicaciones
hacen necesaria la terapia de lenguaje en los pacientes con LPHA (Vallino,
Zucker and Napoli 2008).

d. Problemas dentales. Es comun la necesidad de tratamiento por el servicio de
Ortodoncia para corregir las diferentes alteraciones en la denticiéon y en la
oclusién tales como: diente supernumerario, fusion dental, mordida cruzada,
mordida abierta, mordida profunda y apifiamiento, entre otras (Vallino, Zucker
and Napoli 2008).

e. Rendimiento escolar. A pesar que de que se ha identificado una amplia
variedad de problemas emocionales y de aprendizaje relacionados con LPHA,
la mayoria de los pacientes asisten a escuelas de un nivel académico normal y

tienen un desarrollo psicosocial adecuado (Endriga and Kapp-Simon 1999).

PREVENCION

En cuanto a la prevencién, la madre debera evitar durante el embarazo los factores
ambientales que se sabe aumentan el riesgo de LPHA como consumo de tabaco,
alcohol y medicamentos antagonistas de acido félico, fiebre y condiciones de hipoxia
(altitud).

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA2-2002 para la Prevenciéon y
Control de los Defectos al Nacimiento (SSA, 2002) y las "Bases técnicas para la
suplementacion con vitaminas y minerales en la infancia y adolescencia" del Programa
de Accibn: Infancia y adolescencia de la Secretaria de Salud (SSA, 2003), la
suplementacion con acido félico para prevenir la ocurrencia de malformaciones
congénitas como los defectos del tubo neural debe ser de 0.4mg/dia en toda mujer en
edad reproductiva, especialmente durante la etapa periconcepcional (3 meses previos
al embarazo y los 3 primeros meses del mismo) y para disminuir el riesgo de
recurrencia en las mujeres con antecedentes de haber tenido productos con defectos
del tubo neural de 4mg/dia igualmente en el periodo periconcepcional.

Por otro lado la Guia Clinica no. 201 (2007) de la Society of Obstetricians and
Gynaecologists of Canada indica que para disminuir el riesgo de recurrencia de LPHA,

se debe mantener un estado nutricional adecuado mediante una dieta rica en
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alimentos que contengan folato y la ingesta diaria de un suplemento multivitaminico
con acido folico a una dosis de 5mg desde los tres meses previos al embarazo hasta
las primeras 12 SDG; recomienda continuar el consumo de 0.4-1.0mg de acido félico
desde la 12 SDG hasta el final del embarazo y durante todo el periodo de lactancia y;
en toda mujer en edad reproductiva sin antecedente de familiares con LPHA se
sugiere el consumo de 0.4-1.0mg de acido folico desde los tres meses previos al
embarazo hasta las primeras 12 SDG (Wilson 2007).

Otro aspecto importante en el manejo de los pacientes con LPHA es el asesoramiento
genético. Este debe ser brindado por un genetista con base en los antecedentes
familiares (Tabla 5) y el grado de severidad del cuadro clinico (Tabla 6) para poder
establecer el riesgo de recurrencia en la descendencia del paciente, de los padres y

de los familiares cercanos (Thompson 2004; Mills, et al. 2009).

TABLA 5. RIESGOS DE RECURRENCIA (%) DE LPHA (Thompson 2004)

Familiares afectados Labio hendido con o sin paladar hendido
HERMANOS SANOS
Padres sanos 0.1
Un padre afectado 3
Ambos padres afectados 34
UN HERMANO AFECTADO
Padres sanos 3
Un padre afectado 11
Ambos padres afectados 40
DOS HERMANOS AFECTADOS
Padres sanos 8
Un padre afectado 19
Ambos padres afectados 45
UN HERMANO Y UN FAMILIAR DE 2° GRADO
Padres sanos 6
Un padre afectado 16
Ambos padres afectados 43
UN HERMANO Y UN FAMILIAR DE 3° GRADO
Padres sanos 4
Un padre afectado 14
Ambos padres afectados 44
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TABLA 6. RIESGO DE LPHA EN HERMANOS SEGUN EL GRADO DE SEVERIDAD

DEL PROBANDO AFECTADO (Thompson 2004)

Fenotipo del probando Incidencia de hermanos con LPHA (%)
Labio hendido unilateral sin paladar hendido 4.0
Labio y paladar hendido unilateral 4.9
Labio hendido bilateral sin paladar hendido 6.7
Labio y paladar hendido bilateral 8.0

2. JUSTIFICACION

Segun el Programa Nacional de Salud de México actual (SSA 2007-2012) la mayoria
de las muertes infantiles que ocurren en el primer mes de vida se deben a
enfermedades congénitas y perinatales, razén por la cual se considera a las
malformaciones congénitas una linea prioritaria de investigacion en el Sector Salud.
Ademas de ratificar la importancia de enfermedades que causan un numero
considerable de muertes es necesaria la atencién de aquellas que condicionan
discapacidad y que requieren un manejo integral con costos en atencion altos. Uno de
estos casos son las malformaciones congénitas, ya que representan el 4.3% de las
causas que condicionan afios de vida saludable perdidos (AVISA) en mujeres y 4.0%
de AVISA perdidos en hombres. La existencia de estos defectos al nacimiento esta
generando un nuevo reto a nuestro sistema de salud porque se requiere de una
atencion perinatal con mayor tecnologia y de fortalecimiento de las estrategias de

prevencion.

Dentro de las malformaciones congénitas se encuentra el labio paladar hendido
aislado una de las primeras causas de mortalidad en nifios menores de 1 afio de edad.
Dado que el labio paladar hendido aislado tiene una alta prevalencia (desde 1/500
hasta 1/2500 nacimientos) e incidencia (1 y 1.1 casos por cada 1000 recién nacidos
vivos) en la poblacion mexicana, se considera importante conocer los factores
genéticos y ambientales que participan en su etiologia para plantear medidas que
contribuyan a disminuir su ocurrencia y recurrencia en nuestro pais. El labio paladar
hendido aislado, al igual que muchos otros defectos al nacimiento, tiene un gran

impacto en la calidad de vida del paciente y requiere de un manejo multidisciplinario a
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largo plazo pues ocasiona problemas relacionados con la alimentacion, la denticion, el

lenguaje, la audicion, el aspecto emocional y psicosocial.

Como se menciono previamente, uno de los genes que podria contribuir a la presencia
del labio y el paladar es MTHFR que codifica para la enzima
metilentetrahidrofolatoreductasa. Este gen participa en el desarrollo craneofacial y sus
polimorfismos se han relacionado con un mayor riesgo de presentar ciertas
malformaciones congénitas como defectos de cierre de tubo neural, sin embargo, los
resultados obtenidos en la mayoria de los estudios de asociacion a nivel internacional
no han mostrado asociacion de las variantes génicas de MTHFR c.677C>T y
¢.1298A>C con LPH. En México sdlo existe un estudio de estas variantes polimorficas
y el LPHA (Déavalos-Rodriguez, et al. 2009), en el que no se reportd asociacion, sin
embargo no se analizo el efecto de los factores ambientales con la presentacion del
defecto. Por lo anterior consideramos importante realizar el presente trabajo con la
finalidad de determinar si existe asociacion de las variantes c.677C>T y c.1298A>C

con LPH asi como la posible contribucion de factores ambientales.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existiran asociaciones entre la presencia del labio paladar hendido aislado con las
variantes c.677C>T y ¢c.1298A>C del gen MTHFR?

4. OBJETIVOS

Establecer asociaciones entre la presencia de labio paladar hendido aislado y las

variantes polimoérficas del gen MTHFR a estudiar en poblaciéon mexicana.

e Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen MTHFR en el grupo

problema y en el grupo de comparacion.

* Determinar la magnitud de la asociacién con respecto a la presencia LPHA y

las variantes polimorficas analizadas.

Establecer asociaciones entre la presencia de LPHA vs factores genéticos y

ambientales.
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5. HIPOTESIS

Existiran asociaciones positivas entre la presencia del labio paladar hendido aislado
con las variantes mayores o menores de los polimorfismos ¢.677C>T y ¢.1298A>C del
gen MTHFR.

6. MATERIAL Y METODO

TIPO DE ESTUDIO: Casos (grupo problema) y controles (grupo de comparacion)

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO: Observacional, prospectivo, transversal,

comparativo.

CRITERIOS DE INCLUSION

Grupo problema (casos)
. Pacientes con labio hendido con o sin paladar hendido aislado.
. Cualquier género.
. Edad 0-18 afios.
. Firma de carta de consentimiento y/o asentimiento informado (Anexo | y IlI).
. Residencia de la familia en el Distrito Federal o en el Estado de México (zona

conurbada) el afio anterior al nacimiento del paciente.

Grupo de comparacion (controles)
. Personas sin labio paladar hendido aislado o sindromatico.
. Cualquier género.
. Edad 0-18 afios.
. Sin participacion vigente en otro protocolo de investigacion.
. Firma de carta de consentimiento informado o de asentimiento (Anexo Il y
V).
. Residencia de la familia en el Distrito Federal o en el Estado de México (zona

conurbada) el afio anterior al nacimiento del paciente.

CRITERIOS DE EXCLUSION

. Exclusién temporal de pacientes transfundidos en un periodo menor a tres

meses.
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. Obtencion insuficiente de muestra para la obtencion de DNA.

DEFINICIONES OPERACIONALES

Factor nutricional de prevencién: consumo de nutrientes por la madre que
disminuyen el riesgo de presentar malformaciones en el producto. Para el presente
estudio factor nutricional de prevencion es la ingesta de acido félico preconcepcional
y/o durante el primer trimestre del embarazo.

Factores ambientales: condiciones no genéticas derivadas del entorno que pueden
aumentar o disminuir el riesgo a presentar una enfermedad o malformacion de
etiologia multifactorial.

Factores genéticos: genotipos que pueden aumentar o disminuir el riesgo de
presentar una enfermedad o malformacion de etiologia multifactorial por la presencia
de polimorfismos en ciertos genes.

Gen candidato: gen cuya funcion o producto tiene propiedades bioquimicas que
sugieren que la presencia de polimorfismos o mutaciones en él se relacionan con la
presencia de una enfermedad o malformacion.

Labio con o sin paladar hendido aislado: hendidura orofacial congénita que se
origina por una falla en la fusién de las prominencias fronto-nasal y maxilares entre la
4° y 12° semanas de la gestacion y no se encuentra asociada con otra anomalia
reconocible.

Periodo periconcepcional: tiempo que comprende los tres meses previos al
embarazo y el primer trimestre de éste.

Periodo preconcepcional: tiempo que comprende los tres meses previos al
embarazo.

Periodo postconcepcional: tiempo que comprende el primer trimestre del embarazo.
Polimorfismo: variante en la secuencia del DNA que se observa en por lo menos el
1% de la poblacion sana. En este estudio los polimorfismos son c.677C>T vy
c.1298A>C en el gen MTHFR.

Teratégeno: agente fisico, quimico o biolégico cuya exposicion durante el periodo de
organogénesis aumenta la incidencia o produce malformaciones congénitas. En este
estudio el antecedente de consumo de alcohol, tabaco y/o medicamentos durante el
primer trimestre de la gestacion se considera exposicion a teratégenos.

Variante menor: alelo con una menor frecuencia en la poblacion.

Variante mayor: alelo con una mayor frecuencia en la poblacién.
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TABLA 7. TIPOS DE VARIABLES

TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra fue obtenido a través de la utilizacién del programa Power for
Associations With Error 6 PAWE (Gordon, et al. 2002). Los parametros utilizados para la
determinacion del tamafo de muestra fueron los siguientes: calculo de muestra para
un poder fijo, método libre de modelaje genético, modelo de error de Gordon Heath Liu
Ott en donde se asume un error en la asignacion de un alelo 1 a un alelo 2 y viceversa
de manera excluyente, nivel de significancia de 0.05, nivel de poder 0.95, valores de
épsilon del modelo de Gordon, épsilon 1= 0.02 y épsilon 2= 0.02, frecuencia mas baja
del alelo menor de cada polimorfismo en el grupo problema y en el grupo de
comparacion. La frecuencia més baja descrita del alelo menor (T) del polimorfismo
MTHFR c.677C>T en el grupo problema fue 0.244 y en el grupo de comparacion fue
0.350 (van Rooij, et al. 2003). El andlisis se realiz6 asumiendo que los alelos se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg y se obtuvo que el numero minimo de

individuos en el grupo problema es de 198, mientras que el numero de individuos en el



grupo de comparacion debe ser de 397. Para el polimorfismo MTHFR ¢.1298A>C la

frecuencia descrita mas baja del alelo menor (C) del polimorfismo en el grupo

problema fue de 0.419 y en el grupo de comparacion fue 0.570 (van Rooij, et al. 2003).

El analisis se realizd6 asumiendo que los alelos se encuentran en equilibrio de Hardy-

Weinberg y se obtuvo que el nUmero minimo de individuos en el grupo problema es de

111, mientras que el nUmero de individuos en el grupo de comparacion es de 222. Las

hojas con el reporte de resultados del programa PAWE se encuentran en el anexo VI.

CAPTACION DE CASOS Y CONTROLES

1.

Eleccion de casos. Se captaron pacientes de 0-18 afios de edad, de
cualquier género, con residencia de la familia en el Distrito Federal o en el
Estado de México el ano anterior a su nacimiento y con diagndstico de LPHA
confirmado por un genetista, en el servicio de Genética Médica, Cirugia
Plastica Reconstructiva y Ortodoncia del Instituto Nacional de Pediatria. Se
realizo historia clinica completa de cada uno de ellos.

Eleccién de controles. El grupo de comparacion fue captado en la Unidad de
Apoyo a la Investigacion Clinica del INP. Este grupo se integré con individuos
de 0-18 anos de edad, de cualquier género, con residencia de la familia en el
Distrito Federal o en el Estado de México el afio anterior a su nacimiento que
no estuvieran participando en otro protocolo de investigacién y que no
presentaran malformaciones congénitas.

Firma de carta de consentimiento y/o asentimiento informado. Posterior a
brindarle toda la informacion sobre el protocolo de investigacion a los padres y
al nifio o joven (caso o control), se solicitd la firma de una carta de
consentimiento a los padres y la firma de una carta de asentimiento a los casos
o controles = de 10 anos de edad.

Aplicacién de cuestionario. En ambos grupos se aplicé a la madre un
cuestionario sobre los antecedentes heredofamiliares de LPHA, la exposicién a
teratégenos durante el primer trimestre de la gestacion y consumo de acido
félico preconcepcional y/o durante la gestacion (Anexo V).

Toma de muestra. Se realizd6 raspado de mucosa oral en el grupo de
comparacion y en el grupo problema se hizo puncién directa para obtener en
un tubo con EDTA (anticoagulante) 3-5ml de sangre periférica. La toma de
muestra en ambos casos fue Unica y se identific6 con el mismo numero del

cuestionario y la carta de consentimiento y/o asentimiento informado.
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BANCO DE DNA

Una vez tomada la muestra de mucosa oral en el grupo de comparacion y de sangre
periférica en el grupo problema, se realizé la extraccion de DNA mediante la técnica
de precipitacion salina con el kit Puregene™ (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA)
a partir de los leucocitos en sangre periférica y de las células de mucosa oral. Las
muestras de DNA obtenidas se conservaron a una temperatura de 4°C hasta su

analisis.
GENOTIPIFICACION

Los polimorfismos ¢.677C>T y c¢.1298A>C del gen MTHFR fueron analizados

mediante el método PCR-RFLP, el cual se describe a continuacion:

TABLA 8. ESTANDARIZACION DE PCR PARA AMPLIFICAR EL GEN MTHFR

Polimorfismo ¢.677C>T Polimorfismo c.1298A>C

Buffer 3.0 ul 3.0 ul
MgCI2 3.0 yl 3.0 ul
DNTPs 1.0 ul 1.0 ul
Primer F 1.0 pl 1.5 pl
Primer R 1.0 ul 1.5 ul
Taq Gold 0.2 yl 0.2 ul
DNA 4.0 pl 4.0 ul
H20 16.8 pl 15.8 pl

1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Inicialmente se realiz6é la
amplificacibn de ambos polimorfismos mediante PCR en el termociclador
Applyed Biosystems modelo Gene Amp PCR System 2720, bajo el programa
descrito en la tabla 9. La secuencia de los primers utilizados para ambos

polimorfismos se muestra en la tabla 10.
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TABLA 9. CONDICIONES DEL TERMOCICLADOR APPLYED BIOSYSTEMS MODELO

GENE AMP PCR SYSTEM 2720

Polimorfismo ¢.677C>T Polimorfismo c.1298A>C

Desnaturalizacion inicial 94°C 9 min 94°C 10 min
Desnaturalizacién 94°C 35 seg 94°C 35 seg
Alineacion 66°C 40 seg 62°C 40 seg
Extension 72°C 35 seg 72°C 35 seg
Extension final 72°C 10 min 72°C 10 min
4°C = 4°C =
35 ciclos 35 ciclos

TABLA 10. SECUENCIA DE PRIMERS Y ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION PARA

LOS POLIMORFISMOS A ANALIZAR POR PCR-RFLP

Gen Polimorfismo Primer sentido 5’°---3’ Primer antisentido 5’°---3’ Endonucleasa
MTHFR c.677C>T TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA AGGACGGTGCGGTGAGAGTG HinFI
MTHFR c.1298A>C CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG Mboll

2. Electroforesis del producto de PCR. Mediante electroforesis en gel de
agarosa al 3% tenido con bromuro de etidio se observo el producto de PCR de
los polimorfismos (c.677C>T de 198 pb y c.1298A>C de 173 pb).

3.  Restriccion enzimatica. Una vez amplificadas las secuencias a analizar se
llevé a cabo la digestion de los productos con enzimas de restriccion
especificas para determinar la presencia del polimorfismo en estado
heterocigoto u homocigoto. El polimorfismo ¢.677C>T crea un sitio extra de

reconocimiento especifico (RFLP) para la endonucleasa HinFl y el polimorfismo
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¢.1298A>C elimina un sitio de restriccion (RFLP) para la endonucleasa Mboll,
lo que permite su identificacion.

4.  Electroforesis de los productos de digestion. La diferencia de tamafo de 30
bases entre las bandas de los productos de digestion para ambos
polimorfismos permitié su visualizacién y analisis en un gel de agarosa al 4%
tefido con bromuro de etidio.

5.  Patrones de restriccion. El polimorfismo ¢.677C>T del gen MTHFR en estado
homocigoto 677CC (Ala/Ala) se observé como una banda de 198 pb, el estado
heterocigoto 677CT (Ala/Val) como tres bandas de 198, 176 y 22 pb vy la
variante homocigota 677TT (Val/Val) como dos bandas de 176 pb y 22 pb. El
patron resultante para el polimorfismo ¢.1298A>C en estado homocigoto
1298AA (Glu/Glu) fue de 5 fragmentos (56, 31, 30, 27 y 19 pb), en estado
heterocigoto 1298AC (Glu/Ala) de 6 fragmentos (84, 56, 31, 30, 27 y 19 pb) y
en la variante homocigota 1298CC (Ala/Ala) de 4 fragmentos (84, 31, 30 y 19
pb). Los fragmentos 84 y 56 pb se pueden identificar en un gel de agarosa al
4%, el resto de las bandas no es posible visualizarlas en el gel por su bajo
peso molecular (Figura 7). La técnica elegida para el analisis de estos

polimorfismos en MTHFR es la descrita por van der Put, et al. 1998.

Figura 7. Patrones de restriccion por polimorfismos en el gen MTHFR

Peso 677 677 677 Peso 1298 1298
molecular CcC CT TT molecular AA AC

N 198 pb 198 pb

176 pb
176 pb

84 pb
84 pb P

22 pb 22 pb 56 pb

56 pb
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CONSIDERACIONES ETICAS

Este protocolo de investigacion se realizd con base en la Declaracion de Helsinki, La

Ley General de Salud, Las Buenas Practicas Clinicas y ELSI (del inglés “Ethical, Legal

and Social Issues”). Fue aprobado para su realizacion por parte de los Comités de

Investigacién y Etica del Instituto Nacional de Pediatria.

7. RESULTADOS

El presente estudio se realizdé en 132 casos con LPHA y 369 controles que acudieron

al Instituto Nacional de Pediatria. EI 68% de los casos y el 51% de los controles fueron

del género masculino como se representa en la grafica 1y 2.

Grafica 1. Género en casos

B Masculino 68%

Femenino 32%

Grafica 2. Género en controles

B Masculino 51%

Femenino 49%

El promedio de edad de los casos fue de 5.7 afios (DS 4.97) mientras que el de los

controles fue de 1.27 anos (DS 0.56) como se muestra en las gréaficas 3 y 4.

Grafica 3. Edad en casos
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Grafica 4. Edad en controles
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Conforme a los criterios de inclusién todos los casos y los controles nacieron en el
Distrito Federal o zona conurbada (Estado de México). Con respecto a los padres y
abuelos, tanto de los casos como de los controles, todos fueron mexicanos pero
originarios de diferentes estados de la Republica Mexicana. Sin embargo, en ambos
grupos la madre residié en el Distrito Federal o zona conurbada durante el periodo
gestacional.

Referente a la lateralidad del defecto se observd que el 44% se presentd del lado
izquierdo, el 24% del lado derecho y el 31% en forma bilateral

Con relacion a la edad materna, el promedio fue 24.84 afios (DS 6.45) en el grupo de
los casos y 25.68 afios (DS 6.61) en el de los controles.

En cuanto a los antecedentes familiares de LPHA se reporté un mayor porcentaje de
familiares afectados de primero (6% vs 0%), segundo (10% vs 1%) y tercer o mayor
grado (21% vs 11%) en los casos en comparacién con los controles, representado en

las graficas 5y 6.

Grafica 5. Antecedentes familiares en casos Grafica 6. Antecedentes familiares en controles
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Al interrogatorio sobre el trabajo de la madre durante el embarazo se identificé que el
37.12% de las madres de los casos y el 31.7% de las madres de los controles si
trabajaron durante la gestacion. En el grupo de los casos se mencionaron diferentes
actividades laborales, sin embargo no relacionadas a exposicion a factores
ambientales de riesgo asociados a la presencia de LPHA en el producto; sélo una de
las madres mencion6é haber estado expuesta a thinner y pinturas téxicas en una
fabrica de reparacién de calzado, sin embargo se desconoce si fue en el primer
trimestre de gestacion o durante toda la gestacion.

Dentro de los factores ambientales que se evaluaron en este estudio se encuentra la
ingesta de acido folico por la madre durante el periodo preconcepcional,

periconcepcional o postconcepcional. La diferencia en la frecuencia de consumo de
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acido folico en los tres periodos en ambos grupos fue muy evidente ya que hubo un
menor consumo de acido folico peri y postconcepcional en las madres de los casos
(46.5%) en comparacion con las madres de los controles (74.5%) y es de llamar la
atencion el bajo consumo de acido folico en el periodo periconcepcional en las madres
del mismo grupo (1.5% vs 13%) (Tabla 11).

TABLA 11. FRECUENCIAS DE CONSUMO DE ACIDO FOLICO

PERIODO NUNCA PRE PERI POST NR
CONCEPCIONAL  CONCEPCIONAL  CONCEPCIONAL
CASOS 68/132= 3/132=
51.5% 0=0% 2/132=1.5% 59/132=45% 2%
CONTROLES 91/369= 0=0%
24.5% 4/369=1% 47/369=13% 227/369=61.5%

Se calculé el efecto del consumo de acido félico pre, peri y postconcepcional en la
presentacion del LPHA y se obtuvo un OR 0.29 lo que indica que el consumir acido
félico antes y/o al inicio del embarazo disminuye el riesgo de presentar el defecto
(Tabla 12), mientras que el OR para LPHA con vs sin consumo de acido félico en el

periodo periconcepcional fue de 0.05.

TABLA 12. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO

CONSUMO SIN CONSUMO
CASOS 61 68
CONTROLES 278 91

OR 0.29 (0.19-0.44) p < 0.0001

TABLA 13. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO CONSUMO

DE ACIDO FOLICO PERICONCEPCIONAL

CONSUMO SIN CONSUMO
PERICONCEPCIONAL
CASOS 2 68
CONTROLES 47 91

OR 0.05 (0.1-0.24) p < 0.0001
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En cuanto a la exposicion a agentes teratogénicos se observo que el 30% de las
madres de los casos y el 15% de las de controles consumieron medicamentos durante
los primeros 3 meses del embarazo. En ambos grupos sélo el 2% ingiri6 mas de un
medicamento y solo se identific6 uno (amoxicilina) relacionado con la presencia de
LPHA, el cual fue referida su ingesta s6lo en una madre de cada grupo.

Otros teratdgenos analizados fueron el tabaco y el alcohol. Con respecto al consumo
de tabaco, el 8.3% de las madres de los casos y el 7.5% de las madres de los
controles fumé al inicio del periodo gestacional. Al comparar las madres que fumaron
contra las que no fumaron durante el primer trimestre del embarazo se obtuvo un OR
0.89 no estadisticamente significativo (Tabla 14). EI OR para presentar LPHA con vs
sin consumo de acido félico en las madres con antecedente de tabaquismo en el

primer trimestre del embarazo fue 0.53 (Tabla 15).

TABLA 14. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE

TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO

TABAQUISMO TABAQUISMO
POSITIVO NEGATIVO
CASOS 11 120
CONTROLES 28 341

OR 0.89 (0.43-1.85) p < 0.76

1 caso sin informacion sobre el consumo de tabaco

TABLA 15. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO Y ANTECEDENTE DE TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL

EMBARAZO
ACIDO FOLICO TABAQUISMO CASOS CONTROLES
CONSUMO POSITIVO 5 17
SIN CONSUMO POSITIVO 6 11

OR 0.53 (0.13-2.20) p 0.38
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Con relacion al alcohol, el 9% de las madres de los casos y el 6.7% de las madres de
los controles ingiri6 bebidas alcohdlicas durante el primer trimestre del embarazo. En
los dos grupos el tipo de alcohol mas frecuentemente consumido fue cerveza (50 vs
52%). El riesgo para LPHA obtenido al comparar a las madres que bebieron alcohol
durante el inicio de la gestacién con las que no lo hicieron no fue estadisticamente
significativo (OR 0.710) (Tabla 16), sin embargo se observa una disminucion en el
riesgo para LPHA en aquellas madres que a pesar de haber ingerido alcohol

consumieron simultaneamente acido félico (OR 0.35) (Tabla 17).

TABLA 16. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO

INGESTA SIN INGESTA
CASOS 12 117
CONTROLES 25 343

OR 0.710 (0.34-1.45) p 0.36

3 casos y 1 control sin informacién sobre la ingesta de alcohol

TABLA 17. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO E INGESTA DE ALCOHOL EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO

ACIDO FOLICO ALCOHOL CASOS CONTROLES
CONSUMO S| INGESTA 7 20
SIN CONSUMO S| INGESTA 5 5

OR 0.35 (0.07-1.58) p 0.17

Se realiz6 la genotipificacién de los polimorfismos ¢.677C>T y c.1298A>C en el gen
MTHFR mediante PCR-restriccion y electroforesis en geles de agarosa. En la figura 8
se muestra la imagen de los geles de agarosa tras realizar la electroforesis de los dos
polimorfismos donde se observan los homocigotos para el alelo mayor y menor, asi

como los heterocigotos para cada variante.
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Figura 8. Genotipificacion de los polimorfismos ¢.677C>T y c.1298A>C en el gen MTHFR. Imagen A.Gel de agarosa al
4% de los productos de PCR-restriccion con la enzima HinFl. El polimorfismo ¢.677C>T en estado homocigoto 677CC
se visualiza mediante una banda de 198 pb, en estado heterocigoto 677CT por dos bandas, una de 198pb y una de
176 pb y, en homocigotos 677TT se identifica una banda de 176 pb. Imagen B. Gel de agarosa al 4% de los productos
de PCR-restriccion con la enzima Mboll donde se visualiza que el polimorfismo ¢.1298A>C en estado homocigoto
1298AA se identifica mediante una banda de 56 pb, en estado heterocigoto 1298AC una de 84pb y una de 56 pb y, en
los homocigotos 1298CC se observa una banda de 84pb. El resto de los fragmentos originados en ambos

polimorfismos no se pueden identificar en un gel de agarosa por su bajo peso molecular.

Los dos polimorfismos analizados en el gen MTHFR fueron c.677C>T y c.1298A>C. El
calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas de ambas variantes se puede
observar en las tablas 18 y 19. La frecuencia del alelo ¢.677T fue mayor que la del
alelo 677C en ambos grupos, siendo mas elevada en controles al compararla con los
casos. En cuanto al alelo 1298C su frecuencia fue menor que la del alelo 1298A en

ambos grupos, siendo similar al compararla entre grupos.
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TABLA 18. FRECUENCIAS ALELICAS

ALELO CASOS CONTROLES
677 T 0.51 0.62
677 C 0.49 0.38
1298 C 0.14 0.17
1298 A 0.86 0.83
TABLA 19. FRECUENCIAS GENOTIPICAS

GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677TT 39/132 (30%) 142/369 (38%)
677CT 55/132 (41%) 172/369 (47%)
677CC 38/132 (29%) 55/369 (15%)
1298CC 4/132 (3%) 16/369 (4%)
1298AC 25/132 (19%) 94/369 (26%)
1298AA 103/132 (78%) 259/369 (70%)

Mediante la prueba exacta de Fisher se compararon los genotipos observados con los
esperados, estos ultimos obtenidos a través de la formula p2+2pqg+g2=1; donde p es la
frecuencia del alelo mayor y q la del alelo menor para cada polimorfismo. Se encontré que
el polimorfismo ¢.677C>T estuvo en equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles (a=0.82)
y en los casos (0=0.056), al igual que el polimorfismo ¢.1298A>C tanto en los controles (a=

0.064) como en los casos (a= 0.11).

Se analiz6 el efecto de los alelos para LPHA de los polimorfismos ¢.677C>T y ¢.1298A>C
en MTHFR tanto en estado heterocigoto como en estado homocigoto. Al comparar el
efecto del alelo 677T vs el alelo 677C se observé que la presencia de un sélo alelo 677T
en el genotipo disminuye el riesgo para presentar LPHA (OR 0.46) y que este alelo en
estado homocigoto disminuye aun mas el riesgo (OR 0.39). Con respecto al efecto de uno
o0 dos alelos 1298C vs el alelo mayor 1298A no se obtuvo un valor estadisticamente
significativo (p > 0.05), es decir, no se observé menor o mayor riesgo para presentar LPHA
(Tabla 20).
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TABLA 20. COMPARACION ENTRE HETEROCIGOTOS Y HOMOCIGOTOS

PARA LOS POLIMORFISMOS ¢.677C>T y c.1298A>C
EN EL GEN MTHFRY RIESGO A PRESENTAR LPHA

MTHFR 677 CASOS CONTROLES
CCvs CT 38 vs 55=0.69 55 vs 172=0.32
OR 0.46 (0.27-0.77) p: 0.00293
MTHFR 677 CASOS CONTROLES
CCvsTT 38 vs 39=0.97 55 vs 142=0.38
OR 0.39 (0.23-0.68) p: 0.00076
MTHFR 1298 CASOS CONTROLES
AA vs AC 103 vs 25=4.12 259 vs 94=2.75
OR 0.66 (0.40-1.01) p: 0.11
MTHFR 1298 CASOS CONTROLES
AAvs CC 103 vs 4=25.75 259 vs 16=16.18

OR 0.629 (0.20-1.92) p: 0.41

Dado que el LPHA es una entidad multifactorial se realizé el analisis de la interaccion
de los factores genéticos, en este caso los polimorfismos ¢.677C>T y ¢.1298A>C en
MTHFR y los factores ambientales estudiados: consumo de acido félico e ingesta de
alcohol y tabaco durante el primer trimestre del embarazo.

Al asociar la presencia de LPHA con consumo vs sin consumo de acido folico pre, peri
0 postconcepcional y el genotipo del polimorfismo ¢.677C>T no se obtuvo un cambio
significativo en el OR con la presencia de uno o dos alelos 677T OR 0.32 (Tabla 21) ni
con el alelo 677T en estado homocigoto OR 0.30 (Tabla 22) al compararlo con el OR
para LPHA con vs sin consumo de acido folico sin considerar el genotipo OR 0.29
(Tabla 12).

TABLA 21. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 677T EN MTHFR
ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
CONSUMO CT+TT 44 234
SIN CONSUMO CT+TT 47 80

OR 0.32 (0.19-0.51) p < 0.0001
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TABLA 22. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO Y GENOTIPO CON DOS ALELOS 677T EN MTHFR

ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
CONSUMO TT 18 106
SIN CONSUMO TT 20 36

OR 0.30 (0.14-0.64) p < 0.0017

Al realizar el analisis de la presencia de LPHA con vs sin consumo de acido félico pre,
peri o postconcepcional y el genotipo del polimorfismo c¢.1298A>C se obtuvo un
cambio significativo en el OR con la presencia de uno o dos alelos 1298C (OR 0.17)
(Tabla 23) al compararlo con el OR para LPHA con vs sin consumo de acido félico sin
considerar el genotipo (OR 0.29) (Tabla 12) y con el efecto de un alelo 1298C (OR
0.66) o dos alelos 1298C (OR 0.62) sin considerar el consumo de acido félico (Tabla
20).

TABLA 23. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 1298C EN MTHFR

ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO AC + CC 11 85
SIN CONSUMO AC + CC 18 25

OR 0.17 (0.075-0.43) p < 0.0001

TABLA 24. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO Y GENOTIPO CON DOS ALELOS 1298C EN MTHFR
ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO CC 0 10
SIN CONSUMO CC 4 6

OR No se puede calcular por falta de casos con consumo de

acido félico y genotipo con dos alelos 1298C
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En el analisis de asociacion de la presencia de LPHA con vs sin el consumo de acido
félico en periodo periconcepcional y el genotipo con uno o dos alelos 677T se obtuvo
un OR de 0.89 (Tabla 25), mayor al OR para LPHA con vs sin consumo de acido félico
sin considerar el genotipo OR 0.05 (Tabla 13). Pareciera que el genotipo no disminuye

el riesgo para LPHA, sin embargo el numero de individuos es muy bajo en los grupos.

TABLA 25. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO PERICONCEPCIONAL Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 677T EN

MTHFR
ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
CONSUMO CT+TT 2 38
SIN CONSUMO CT+TT 47 80

OR 0.89 (0.02-0.38) p < 0.0001

TABLA 26. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO PERICONCEPCIONAL Y GENOTIPO CON DOS ALELOS 677T EN MTHFR

ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
CONSUMO TT 0 11
SIN CONSUMO TT 20 36

OR No se puede calcular por falta de casos con consumo de

acido félico periconcepcional y genotipo con dos alelos 677T
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TABLA 27. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO PERICONCEPCIONAL Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 1298C EN

MTHFR
ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO AC + CC 0 18
SIN CONSUMO AC + CC 18 23

OR No se puede calcular por falta de casos con consumo de
acido félico periconcepcional y genotipo con con uno o dos
alelos 1298C

TABLA 28. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO PERICONCEPCIONAL Y GENOTIPO CON DOS ALELOS 1298C EN MTHFR
ACIDO FOLICO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO CC 0 0
SIN CONSUMO CC 4 6

OR No se puede calcular por falta de casos y controles con
consumo de acido félico periconcepcional y genotipo con dos
alelos 1298C

Al comparar la presencia de LPHA con vs sin tabaquismo en el primer trimestre del
embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 677T (Tabla 29) se obtuvo un OR de
0.83, muy similar al obtenido sin considerar el genotipo OR 0.89 (Tabla 14), sin
diferencia estadisticamente significativa. Al considerar el alelo 677T sélo en estado
homocigoto (Tabla 30) el OR 0.57 fue menor que el obtenido sin tomar en cuenta el
genotipo 0.89 (Tabla 14), sin embargo el valor tampoco es estadisticamente

significativo.
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TABLA 29. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE

TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON UNO
O DOS ALELOS 677T EN MTHFR

TABACO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
CONSUMO CT+TT 8 23
SIN CONSUMO CT+TT 85 291

OR 0.83 (0.36-1.94) p < 0.68

TABLA 30. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE
TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON DOS
ALELOS 677T EN MTHFR

TABACO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
CONSUMO TT 4 9
SIN CONSUMO TT 34 133

OR 0.57 (0.16-1.98) P < 0.39

TABLA 31. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE

TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON UNO
O DOS ALELOS 1298C EN MTHFR

TABACO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO AC + CC 0 8
SIN CONSUMO AC + CC 28 102

OR No se puede calcular por falta de casos con antecedente
de tabaquismo materno en el primer trimestre del embarazo y

genotipo con uno o dos alelos 1298C
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TABLA 32. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE

TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON DOS
ALELOS 1298C EN MTHFR
TABACO GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO CcC 0 0
SIN CONSUMO CcC 4 16

OR No se puede calcular por falta de casos y controles con
antecedente de tabaquismo materno en primer trimestre del

embarazo y genotipo con dos alelos 1298C

Al comparar la presencia de LPHA con vs sin tabaquismo en el primer trimestre del
embarazo con consumo de 4cido folico pre, peri y postconcepcional y el genotipo con
uno o dos alelos 677T (Tabla 33) se obtuvo un OR de 0.45, mayor al obtenido sin la

ingesta de tabaco OR 0.32 (Tabla 21), sin embargo el valor no es estadisticamente
significativo.

TABLA 33. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE

TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO, CONSUMO DE ACIDO
FOLICO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 677T EN MTHFR

TABACO ACIDO FOLICO Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
677
CONSUMO CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 9 1)
CT+TT
SIN CONSUMO CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 39 221
CT+TT

OR 0.45 (0.15-1.35) p < 0.18
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TABLA 34. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN ANTECEDENTE DE

TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO, CONSUMO DE ACIDO
FOLICO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 1298C EN MTHFR

TABACO ACIDO FOLICO Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 0 6
AC + CC
SIN CONSUMO CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 11 79
AC + CC

OR No se puede calcular por falta de casos con antecedente de tabaquismo
materno en primer trimestre del embarazo, consumo de acido félico y

genotipo con uno o dos alelos 1298C

Se llevo a cabo el analisis de la presencia de LPHA sin vs con consumo de acido félico
pre, peri y postconcepcional y tabaquismo en el primer trimestre del embarazo y el
genotipo con uno o dos alelos 677T (Tabla 35) y se obtuvo un OR de 1.3, mayor al
obtenido sin considerar el consumo de acido folico OR 0.83 (Tabla 29), sin embargo
existe un numero muy bajo de individuos en cada grupo y el valor obtenido no es

estadisticamente significativo.

TABLA 35. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO, ANTECEDENTE DE TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL
EMBARAZO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 677T EN MTHFR

ACIDO FOLICO TABACO Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
677
CONSUMO S| TABAQUISMO 9 1)
CT+TT
SIN CONSUMO S| TABAQUISMO 2 7
CT+TT

OR 1.3(0.2-8.81) p <0.75
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TABLA 36. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO, ANTECEDENTE DE TABAQUISMO EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL
EMBARAZO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 1298C EN MTHFR

ACIDO FOLICO TABACO Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO S| TABAQUISMO 0 6
AC + CC
SIN CONSUMO S| TABAQUISMO 0 2
AC + CC

OR No se puede calcular por falta de casos con y sin consumo de acido félico,
antecedente de tabaquismo materno en primer trimestre del embarazo y

genotipo con uno o dos alelos 1298C

El OR obtenido para la presencia de LPHA con vs sin ingesta de alcohol en el primer
trimestre del embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 677T fue de 0.62 (Tabla 37)
y considerando el alelo 677T s6lo en estado homocigoto (Tabla 38) el OR fue de 0.91;
en ambos casos el valor no fue estadisticamente significativo, con relacion al OR de

0.71 cuando se considera solo ingesta de alcohol.

TABLA 37. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS
677T EN MTHFR
ALCOHOL GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
INGESTA CT+TT 9 20
SIN INGESTA CT+TT 82 293

OR 0.62 (0.27-1.41) p < 0.27

52



TABLA 38. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON DOS ALELOS 677T

EN MTHFR
ALCOHOL GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
677
INGESTA TT 2 7
SIN INGESTA TT 35 134

OR 0.91 (0.18-4.59) p <0.91

Para el analisis de la presencia de LPHA con vs sin ingesta de alcohol en el primer
trimestre del embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 1298C (Tabla 39) no se

obtuvo un valor estadisticamente significativo.

TABLA 39. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS
1298C EN MTHFR

ALCOHOL GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
INGESTA AC + CC 1 5
SIN INGESTA AC + CC 27 105

OR 1.28 (0.14-11.46) p <0.81

TABLA 40. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y GENOTIPO CON DOS ALELOS 1298C

EN MTHFR
ALCOHOL GENOTIPO MTHFR CASOS CONTROLES
1298
INGESTA CC 0 1
SIN INGESTA CC 4 15

OR No se puede calcular por falta de casos con ingesta de

alcohol y genotipo con dos alelos 1298C
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Al realizar el analisis de la presencia de LPHA con vs sin ingesta de alcohol en el
primer trimestre del embarazo con consumo de acido folico y el genotipo con uno o
dos alelos 677T (Tabla 41) se obtuvo un OR de 0.45, mayor al obtenido sin considerar
la ingesta de alcohol OR 0.32 (Tabla 21), sin embargo el valor no es estadisticamente

significativo.

TABLA 41. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO, CONSUMO DE ACIDO FOLICO Y
GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 677T EN MTHFR

ALCOHOL ACIDO FOLICO Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
677
INGESTA CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 6 16
CT+TT
SIN INGESTA CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 37 218
CT+TT

OR 0.45(0.16-1.23) p < 0.14

TABLA 42. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN INGESTA DE ALCOHOL

EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO, CONSUMO DE ACIDO FOLICO Y
GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 1298C EN MTHFR

ALCOHOL ACIDO FOLICO Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
1298
INGESTA CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 0 3
AC + CC
SIN INGESTA CONSUMO DE ACIDO FOLICO, 11 82
AC + CC

OR No se puede calcular por falta de casos con ingesta de alcohol en primer
trimestre del embarazo, consumo de acido félico y genotipo con uno o dos
alelos 1298C

En el analisis de la presencia de LPHA sin vs con consumo de acido fdlico pre, periy
postconcepcional e ingesta de alcohol en el primer trimestre del embarazo y el
genotipo con uno o dos alelos 677T (Tabla 43) se obtuvo un OR de 0.37, menor al

obtenido sin considerar el consumo de acido folico OR 0.62 (Tabla 37), sin embargo
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existe un nimero muy bajo de individuos en los grupos y el valor obtenido no es

estadisticamente significativo.

TABLA 43. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO, INGESTA DE ALCOHOL EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y
GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 677T EN MTHFR

ACIDO FOLICO ALCOHOL Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
677
CONSUMO INGESTA DE ALCOHOL, 6 16
CT+TT
SIN CONSUMO INGESTA DE ALCOHOL, 4 4
CT+TT

OR 0.37 (0.07-1.99) p < 0.25

TABLA 44. ODDS RATIO DE PRESENTAR LPHA CON VS SIN CONSUMO DE ACIDO

FOLICO, INGESTA DE ALCOHOL EN EL PRIMER TRIMESTRE DEL EMBARAZO Y
GENOTIPO CON UNO O DOS ALELOS 1298C EN MTHFR

ACIDO FOLICO ALCOHOL Y GENOTIPO CASOS CONTROLES
1298
CONSUMO INGESTA DE ALCOHOL, 0 3
AC + CC
SIN CONSUMO INGESTA DE ALCOHOL, 1 2
AC + CC

OR No se puede calcular por falta de casos con consumo acido félico,
ingesta de alcohol en primer trimestre del embarazo y genotipo con uno
o dos alelos 1298C

En las tablas 24, 26, 27, 28, 31, 32, 34, 36, 40, 42 y 44 se muestran los datos que no
pudieron ser analizados por falta de casos y/o controles en los grupos

correspondientes.
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8. DISCUSION

Dado que el Instituto Nacional de Pediatria es un hospital de tercer nivel y cuenta con
un equipo multidisciplinario en el que participa el genetista, se realizé una evaluacion
completa y adecuada en los casos para seleccionar estrictamente a los pacientes con
labio y/o paladar hendido aislado y descartar a aquellos con LPH como parte de un
sindrome.

Como era lo esperado por lo descrito en la literatura (Jones 2006; Mossey, et al. 2009), la
mayoria de los casos (68%) fue del género masculino con una relacién de género de
M/F 2:1.

Los casos fueron incluidos durante su seguimiento por la consulta externa de
Genética, Ortodoncia y Cirugia Plastica lo que explica que el promedio de edad en
este grupo haya sido de 5.7 afos, mientras que en el grupo de los controles el
promedio de edad fue de 1.27 anos ya que fueron captados a través de Unidad de
Apoyo a la Investigacion Clinica del INP donde se aplica el esquema de vacunacion
infantil. Dado que el promedio de edad en los dos grupos fue distinto es muy probable
que no hayan estado expuestos a factores ambientales similares durante la etapa
prenatal o posnatal; por lo que una limitante del presente trabajo es la falta de control
de la exposicion de factores ambientales en el grupo control vs los casos.

A pesar de haber seleccionado unicamente a los casos y controles originarios del
Distrito Federal o zona conurbada (Estado de México) nuestra poblacién de estudio se
considera heterogénea. Una estrategia para controlar relativamente los factores
ambientales fue seleccionar a casos y controles cuya madre hubiera residido en el
Distrito Federal o zona conurbada durante el periodo gestacional.

Con respecto a la lateralidad se obtuvo un mayor porcentaje de casos con LPH
unilateral izquierdo (44%) vs derecho (24%) lo cual correlaciona con lo observado
previamente (Jones 2006).

Se observo agregacion familiar con mas frecuencia en el grupo de los casos que en el
de los controles (familiares afectados de primer grado 6% vs 0%, segundo grado 10%
vs 1% y tercer o mayor grado 21% vs 11%), lo cual se explica debido a que el LPHA
es un defecto congénito de etiologia multifactorial (Fraser 1970; Thompson 2004).

El porcentaje de madres que trabajo durante su embarazo fue muy similar en ambos
grupos y ninguna de las actividades referidas se relacionaron a exposicion a factores
ambientales de riesgo asociados a la presencia de LPHA en el producto (Mossey, et al.
2009).
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LPHA Y ACIDO FOLICO

A pesar de las campanas en el Sector Salud y de la evidencia en la literatura sobre la
importancia del consumo periconcepcional de acido félico para la prevencion de
malformaciones congénitas como el LPHA (Badovinac, et al. 2007), en nuestro estudio el
porcentaje de ingesta en ambos grupos fue suboptimo, siendo muy bajo en las madres
de los casos antes y/o al inicio del embarazo comparada con el grupo control (46.5%
vs 74.5%) y menor aun en el periodo periconcepcional en las madres del mismo grupo
(1.5% vs 13%)(Tabla 11).

Al calcular el efecto del consumo de acido félico en la presentacion del LPHA se
obtuvo un OR de 0.29 [(0.19-0.44) p < 0.0001] (Tabla 12) lo que indica que el consumir
acido fdélico (al analizar el consumo pre, peri y postconcepcional en conjunto)
disminuye el riesgo de presentar el defecto. Estos hallazgos nos obligan a incidir mas
en la prevencion de la ocurrencia y recurrencia, de ésta y otras malformaciones
congénitas, a través de la suplementacion con acido félico durante el periodo
periconcepcional ya que en la literatura se refiere que una mujer que consume algun
suplemento con acido félico durante ese periodo del embarazo disminuye en un 29%
la probabilidad de tener un hijo con LPHA (Badovinac, et al. 2007).

El mecanismo patogénico por el cual la disminucién de folato tiene un efecto
detrimental aun no se conoce bien. El folato tiene una importancia fundamental en la
sintesis de purinas y pirimidinas, las cuales son los componentes basicos del DNA y
tRNA. Por lo tanto, una deficiencia en folato puede repercutir en el proceso de
multiplicacion celular. Por otro lado, la homocisteina es el derivativo no metilado de la
metionina, que es, después de su conversion a S-adenosilmetionina, el donador de
grupos metilo mas importante en el organismo. La hipometilacion puede modificar la
transcripcion de algunos genes que pueden interferir en la morfogénesis del labio y
paladar. Una MTHFR menos funcional en la madre puede resultar en un aumento de
homocisteina en plasma y llegar hasta el liquido amniético, donde se desarrolla el
producto, a niveles que correlacionan con los de la madre. En este caso, los niveles
elevados de homocisteina en el embrion pueden dar lugar a disrupcién del desarrollo
normal del paladar y a apoptosis inducida por estrés oxidativo (Gaspar, et al. 2004).

En la literatura se menciona que es posible que el uso de multivitaminicos pre o
periconcepcional sea un marcador de un buen estado general de salud en la madre o
que esté relacionado con habitos saludables como no fumar o no ingerir alcohol
durante el embarazo (Johnson and Little 2008); incluso puede considerarse como un
marcador de planeacion del embarazo lo cual recientemente se ha asociado
inversamente con la presencia de hendiduras orofaciales (Mossey, davies and Little
2007).
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LPHA Y TERATOGENOS QUIMICOS

Con respecto a la exposicion a agentes teratogénicos farmacoldgicos se observé que
el 30% de las madres de los casos y el 15% de las madres de los controles
consumieron medicamentos durante los primeros 3 meses del embarazo. De los
medicamentos referidos no se identificd ninguno relacionado con la presencia de
LPHA con excepcion de la amoxicilina en 1 madre de cada grupo; la ingesta de este
antibidtico se ha asociado previamente a la presencia de LPHA en el estudio realizado
por Puho, et al. (2007) con un OR de 15.9 (4.9-51.2), sin embargo en el presente trabajo
dado el bajo numero de madres con exposicion a este teratdgeno no se pueden hacer
conclusiones al respecto.

En estudios realizados previamente se ha identificado un riesgo elevado para LPHA al
consumir tabaco durante el embarazo (Little, Cardy and Munger 2004) lo que ha
justificado la realizacion de campanas anti-tabaquismo. Sin embargo, a pesar de la
evidencia que existe en la literatura sobre el efecto teratogénico del tabaco, es de
llamar la atenciéon que en la poblacién estudiada en el presente trabajo, el 8.3%
(11/132) de las madres de los casos y el 7.5% (28/369) de las madres de los controles
fumo al inicio del periodo gestacional, razén por la que consideramos que debemos
incidir aun mas en brindar informacién a nuestra poblacion con relacién a la
prevencion del LPHA y otros defectos en el producto de la gestacién al evitar por
completo el tabaquismo durante la gestacion.

En nuestro estudio no se obtuvo un OR estadisticamente significativo para LPHA en
las madres que fumaron contra las que no lo hicieron en casos y controles [OR 0.89
(0.43-1.85) p < 0.76] (Tabla 14). Sin embargo se observa que el consumo simultaneo de
acido folico tiende a disminuir el riesgo para LPHA conferido por el tabaquismo de la
madre durante el primer trimestre del embarazo [OR 0.53 (0.13-2.20) p 0.38] (Tabla
15).

El no haber encontrado asociacién entre el consumo de tabaco y LPHA en este
estudio puede deberse al tamafio de muestra ya que los efectos de interaccion gen-
ambiente requieren del analisis de un mayor nimero de individuos. Ademas de contar
con un tamafno de muestra mayor, también es necesario la medicion detallada y
precisa de la exposicion al tabaco, es decir, se debe determinar el tiempo de
exposicion y la cantidad de cigarrillos consumidos por la madre durante el embarazo;
la falta de esta informacion es una debilidad del presente estudio, por lo cual
probablemente por ello no observamos estadisticamente una relacion de riesgo entre
tabaquismo y LPH. Por ultimo, es importante considerar en nuestra poblaciéon en un

futuro, el analisis de polimorfismos en otros genes que se han descrito en la literatura
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confieren susceptibilidad para presentar LPHA en los nifios cuyas madres fumaron
durante el embarazo (Shi, Wehby and Murray 2008); como ejemplo estan los genes
NAT1 (Lammer, et al. 2004), EPHX y GSTT1 (Shi, et al. 2007).

Otro teratdégeno que se ha asociado a un mayor riesgo de presentar LPHA es el
alcohol (DeRoo, et al. 2008; Leite and Koifman 2009). En nuestra poblacion el 9%
(12/132) de las madres de los casos y el 6.7% (25/369) de las madres de los controles
ingiri6 bebidas alcohdlicas durante el primer trimestre del embarazo lo cual llama la
atencion pues se conocen bien los efectos teratogénicos de éste. En nuestra
poblacion tampoco se obtuvo un OR estadisticamente significativo para LPHA en las
madres que ingirieron alcohol durante el primer trimestre del embarazo contra las que
no lo hicieron [OR 0.710 (0.34-1.45) p 0.36] (Tabla 16), pero si se obtuvo una
disminucion en el OR si se tenia el antecedente de consumo de acido félico (al
analizar el consumo pre, peri y postconcepcional en conjunto) [OR 0.35 (0.07-1.58) p
0.17] (Tabla 17) y aunque los valores no fueron estadisticamente significativos, se ve
la tendencia del efecto protector del acido félico para LPHA.

En el estudio de Romitti, et al. (2007) (2,484 controles y 596 casos con LPHA)
compararon el OR de los casos con LPHA cuyas madres ingirieron alcohol (bebidas
destiladas) durante el primer trimestre del embarazo pero sin consumo de acido félico
(OR 1.8, 0.7-5.0) con relacién al OR de los casos cuyas madres tomaron alcohol
(bebidas destiladas) pero si consumieron acido folico (OR 1.2, 0.7-2.0); como era de
esperarse las mujeres que ingirieron alcohol pero no consumieron acido félico tuvieron
un mayor riesgo de presentar LPHA, aunque los datos obtenidos por estos autores no
fueron estadisticamente significativos. EI no haber encontrado asociacion en nuestro
estudio entre el antecedente de ingesta de alcohol en la madre durante el primer
trimestre del embarazo y LPHA es probable que se haya debido al tamafio de muestra
que es menor al descrito por Romitti, et al. (2007).

Otro factor a considerar por lo cual no observamos esta asociacion en nuestro estudio
es la falta de informacion sobre el tipo de bebida alcohdlica, la cantidad consumida en
cada ocasion y la frecuencia de exposicion a esta sustancia teratogénica, ya que tanto
estudios realizados en animales como en humanos sugieren que la dosis consumida
de alcohol por episodio, mas que la frecuencia o la cantidad total a través del tiempo,
es la medicién mas relevante al analizar los potenciales efectos adversos del alcohol

en el feto (Gladstone, Nulman and Koren 1996).
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LPHA Y POLIMORFISMOS EN MTHFR
En este estudio los dos polimorfismos analizados fueron ¢.677C>T y ¢c.1298A>C en el
gen MTHFR, los cuales se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en los

controles como en los casos.

LPHA Y FRECUENCIAS ALELICAS c.677C>T

El polimorfismo ¢.677C>T se encuentra distribuido de manera heterogénea alededor
del mundo con la frecuencia del alelo 677T mas alta en México y mas baja en Africa y,
un gradiente de sur a norte en Europa. En el estudio realizado por Guéant-Rodriguez, et
al. (2006) en 1277 adultos jévenes sanos originarios de la Ciudad de México, Oeste de
Africa (Bénin y Togo), Francia e ltalia (Sicilia) se reportaron las frecuencias alélicas de
los polimorfismos ¢.677C>T y ¢.1298A>C. Para el alelo 677T la frecuencia fue de 9%
en el Oeste de Africa, 36.1% en Francia, 47.3% en ltalia y 58% en la Ciudad de
México; estas frecuencias son muy similares a la obtenida en el grupo control de este
estudio (62%).

En el presente trabajo, al ser menor la frecuencia del alelo 677T en los casos (51%)
que en los controles (62%) (Tabla 18) pareciera que en esta poblacion de estudio la
presencia del alelo 677T disminuye el riesgo para presentar LPHA, lo cual ha sido
mencionado previamente (Chevrier, et al. 2007). Por otro lado, Zhu, et al. (2006) al
estudiar el polimorfismo ¢.677C>T en 170 trios chinos también observaron una
moderada asociacion entre la presencia de labio hendido con o sin paladar hendido
con el genotipo 677TT (OR 6.31, 1.35-29.48) y el genotipo 677CT (OR 5.63, 1.18-
26.92) en familias del norte de China, mas no en la poblacién del sur de este pais (OR
0.41, 0.13-1.34 con genotipo 677TT y OR 1.46, 0.74-2.86 con genotipo 677CT). De
acuerdo a nuestros resultados, consideramos que se requiere en un futuro aumentar
el tamano de nuestra muestra para establecer si la asociacién que observamos con el
alelo 677T se mantiene como posible protector para LPHA.

El presente resultado difiere a lo descrito en la mayoria de los estudios de asociacién
de LPHA vy el polimorfismo ¢.677C>T, en los cuales no observan un alelo de riesgo
con la presencia de LPHA, incluso en estudios previos se ha sugerido que el 677T, a
diferencia de lo que se observa en estudios de defectos de tubo neural, no aumenta el
riesgo para LPHA cuando esta presente en la madre (van Rooij, et al. 2003, Gaspar, et al.
2004, Nurk, et al. 2004) o en el nifio (Shaw et al. 1998, Shotelersuk, et al. 2003, Gaspar, et al.
2004), aunque ninguno alcanzé diferencia estadisticamente significativa.

Con respecto al paladar hendido solo (PHS), en el estudio de Jugessur, et al. (2003)
encontraron que los ninos con uno o dos alelos 677T obtuvieron mayor riesgo para

presentar este defecto; con una copia del alelo 677T el RR fue de 2.1 (1.2-3.6) y con
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dos copias del alelo 677T el RR fue de 1.7 (0.7-5.4); el genotipo materno no contribuyo
al riesgo. Mills, et al. (1999) observaron que en la poblacién irlandesa el genotipo
677TT es significativamente mas frecuente en aquellos con paladar hendido solo
(PHS) y obtuvieron un OR de 3.23 (Cl 95%1.32-7.86, p 0.02). En el presente trabajo
no contamos con casos con PHS por lo que la asociacion con los polimorfismos

génicos no se llevo a cabo.

LPHA Y FRECUENCIAS ALELICAS c.1298A>C

La distribuciéon de la variante c.1298A>C en MTHFR es menos conocida. Las
frecuencias del alelo 1298C reportadas en diferentes poblaciones por Guéant-
Rodriguez, et al. (2006) fueron 13.9% en el Oeste de Africa, 35.7% en Francia, 28.1% en
Italia y 14.7% en la Ciudad de México, esta ultima muy similar a la obtenida en los
controles de esta poblacién de estudio (17%).

Pezzetti, et al. (2004) sugieren que la presencia del alelo 1298C pudiera conferir cierta
proteccién contra el LPHA pues la frecuencia del alelo 1298C en su estudio fue mas
baja en los casos (0.28) que en los controles (0.36) a diferencia de la frecuencia del
alelo 677T que fue mayor en los casos (0.48) que en los controles (0.41), en el analisis
de haplotipo se observé desequilibrio de ligamiento completo entre los dos
marcadores (x?=327.94, 3 df, P<10®). Se ha demostrado que el polimorfismo
C.677C>T (van der Put, et al. 1998) tiene mayor impacto que ¢.1298A>C en la actividad
especifica de la enzima MTHFR y éste ultimo tiene poco o ningun efecto en los niveles
plasmaticos de homocisteina y folato. Con base en esto se propone que el
polimorfismo ¢.1298A>C no se encuentra directamente relacionado al riesgo para
presentar LPHA sino tal vez por un efecto secundario debido al desequilibrio de
ligamiento con c.677C>T o posiblemente con otra mutacion responsable de la
malformacién (Pezzetti, et al. 2004, Jagomagi, et al. 2010). En este estudio la frecuencia
del alelo 1298C fue ligeramente menor en casos (0.14) que en controles (0.17), sin
embargo la frecuencia del alelo 677T fue mayor en los controles (0.62) que en los
casos (0.51) por lo que no existe una correlacion de nuestros resultados con lo

descrito por Pezzetti, et al. (2004).

LPHA Y FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE MTHFR

Con respecto a las frecuencias genotipicas, Guéant-Rodriguez, et al. (2006) reportaron el
genotipo 677TT en el 35% y el 1298CC en el 2.3% de los individuos de la Ciudad de
México (n=300), frecuencias muy semejantes a las determinadas en nuestra poblacion
siendo el 38% 677TT y el 4% 1298CC. En este estudio la frecuencia del genotipo

677TT fue mayor en los controles que en los casos (38% vs 30%) lo cual no apoya lo
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observado por Tolarova, et al. (1998) quienes analizaron el polimorfismo ¢.677C>T en
pacientes con LPHA originarios de Argentina y observaron que la homocigocidad (TT)
era tres veces mas frecuente en casos que en los controles y por Mills, et al. (1999)
quienes realizaron un estudio de casos y controles en Irlanda y encontraron que el
genotipo 677TT en MTHFR fue mas frecuente en los pacientes con LPHA que en los
controles.

En este estudio al analizar el efecto del genotipo con la presencia del LPHA, se
observé que el alelo 677T en estado heterocigoto u homocigoto, a diferencia del alelo
1298C, modifica el riesgo para presentar LPHA, dado que al tener el alelo 677T en
estado heterocigoto disminuye el riesgo para presentar LPHA [OR 0.46, (0.27-0.77) p
0.00293] mientras que en estado homocigoto parece que lo disminuye aiun mas [OR
0.39 (0.23-0.68) p 0.00076]. Con respecto al efecto de uno o dos alelos 1298C en el
riesgo para LPHA no se obtuvo un valor estadisticamente significativo (p > 0.05)
(Tabla 20).

En la literatura existen multiples estudios de asociacion entre estos dos polimorfismos
en MTHFR y la presencia de LPHA, unos apoyan los resultados de este estudio pero
la mayoria difieren al no observar asociacion con LPHA. Dentro de los que presentan
evidencia a favor de este trabajo se encuentra el estudio de Jugessur, et al. (2003) en el
que se observa un RR para LPHA menor cuando el nifio tiene un genotipo con dos
alelos 677T (RR 0.74, Cl 0.34-1.69) que cuando solo tiene un alelo 677T (RR 1.05, ClI
0.72-1.54), aunque los resultados no son estadisticamente significativos. Chevrier, et al.
(2007) también obtuvieron un OR menor con el genotipo 677TT (OR 0.54, Cl 0.3-1.1)
que con el genotipo 677CT (OR 0.65, Cl 0.4-1.1) en los nifios, sin embargo sus
resultados tampoco son estadisticamente significativos. Igualmente, Shaw, et al. (1998)
estudiaron un grupo de nifnos hispanos en el cual el OR obtenido para LPHA con
genotipo 677TT fue menor (OR 0.65, Cl 0.28-1.5) que con genotipo 677CT (OR 1.1, ClI
0.58-2.0) y Zhu, et al. (2006) en la poblacién del sur de China obtuvieron un OR menor
para LPHA con el genotipo 677TT (OR 0.41, CI 0.13-1.34) en comparacion con el
genotipo 677CT (OR 1.46, ClI 0.74-2.86), en ambos estudios los resultados no fueron
estadisticamente significativos. En el primer estudio de Mills, et al., (1999) se concluy6
que en la poblacion irlandesa la homocigocidad de la variante ¢.677C>T que confiere
termolabilidad a la enzima MTHFR es significativamente mas frecuente en aquellos
con paladar hendido aislado, mas no en LPHA, lo cual podria ser etiolégicamente
importante; sin embargo en un estudio posterior (Mills, et al., 2008) al aumentar el
tamafno de muestra observaron que la variante ¢.677C>T no es un factor de riesgo
para LPHA (OR 1.08, 0.78-1.50) ni para PHS (OR 0.96, 0.64-1.43).
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Con respecto a la presencia del polimorfismo ¢.677C>T en las madres, Martinelli, et al.
(2001) observaron una frecuencia significativamente mayor en la frecuencia del alelo
677T en las madres de los casos con respecto a las de los controles. Asi mismo, en el
estudio de van Rooij, et al. (2003) se menciona que el genotipo materno de MTHFR
parece tener mayor efecto en la presencia de LPHA que el genotipo del nifio y el del
padre pues la falta de consumo de folato periconcepcional y el genotipo materno
677TT o 128CC aumenta de 10 a 6 veces respectivamente el riesgo para presentar
LPHA; este hallazgo parece ser légico ya que la madre provee el ambiente del
embrion durante su desarrollo y el embrion es totalmente dependiente de los niveles
de folato de su madre. Igualmente, los resultados obtenidos en el estudio de
Shotelersuk, et al. (2003) indican un posible involucro de la via del folato con la presencia
del LPHA y apoyan la influencia del genotipo materno mas que el efecto del genotipo
del embrién y, aunque la presencia independiente de los polimorfismos c.677C>T y
¢c.1298A>C disminuye la actividad enzimatica de la MTHFR, la heterocigosidad
compuesta de c.677C>T y ¢c.1298A>C es la que se ha asociado a un nivel mas
elevado de homocisteina y baja concentracion de folato en sangre. En este trabajo no
se analizé esta asociacién ya que no se llevd a cabo el analisis genético en los
progenitores de los casos y controles.

En contra de la informacion anterior, en el meta-analisis realizado por Verkleij-Hagoort,
et al. (2007) (10 estudios de casos y controles) se obtuvo para el polimorfismo
€.677C>T un OR de 1.2 (0.9-1.5) en las madres y 1.0 (0.9-1.2) en los nifios, lo cual no
apoya la asociacion entre el polimorfismo ¢.677C>T en |la madre o0 en los casos y un
aumento en el riesgo para presentar LPHA.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo no muestran asociacion de uno o dos
alelos 1298C con la presencia de LPHA como lo descrito en la mayoria de los estudios
en la literatura realizados previamente (Tolarova, et al. 1998; Grunert, et al. 2002;
Shotelersuk, et al. 2003; van Rooij, et al. 2003; Nurk, et al. 2004; Pezzetti, et al. 2004), en
particular el meta-analisis de Verkleij-Hagoort, et al. (2007) en el que se obtuvo para el
polimorfismo ¢.1298A>C un OR de 1.0 (0.7-1.2) en las madres y 0.9 (0.6-1.2) en los
nifios, por lo que no se observa asociacion entre el riesgo para presentar LPHA y el
polimorfismo ¢.1298A>C en estado homocigoto o heterocigoto ni en los nifios o en las

madres.

LPHA, GENOTIPO EN MTHFRY FACTORES AMBIENTALES
En este estudio se traté de analizar la interaccion de ambos polimorfismos en MTHFR
y tres de los factores ambientales relacionados con LPHA (alcohol, tabaco y acido

félico).
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En las tablas 29, 30, 33, 35, 37, 38, 39, 41 y 43 se muestran los resultados del analisis
de interacciones entre los polimorfismos ¢.677C>T o ¢c.1298A>C en MTHFR y factores
ambientales como la ingesta de teratégenos (alcohol, tabaco) y el consumo de acido
félico. En la literatura no se encuentran estudios de asociacién que reporten todas las
interacciones analizadas en este estudio por lo que los hallazgos no se pueden
comparar con otras poblaciones, sin embargo algunos de nuestros hallazgos se
discuten mas adelante.

Es importante recalcar que en el analisis del efecto de los factores géneticos y
ambientales con la presencia de LPHA, asi como de la interaccidon gen-ambiente con
LPHA, algunos calculos no fueron estadisticamente significativos o no se pudieron
realizar por falta de individuos (Tablas 34, 36, 40, 42, 44) o por un numero bajo de
casos y/o controles (Tablas 33, 35, 37, 38, 39, 41, 43). Consideramos que si el nUmero
de individuos expuestos a los teratégenos (alcohol, tabaco) en nuestra poblacion
hubiera sido mayor, se habrian obtenido resultados con un mayor poder estadistico
por lo que se tiene contemplado continuar este trabajo con la finalidad de aumentar el
tamafno de muestra (http://www.statsoft.com/textbook/power-analysis), para poder

establecer si existen interaccion gen-ambiente con LPHA.

LPHA, GENOTIPO EN MTHFR 'Y CONSUMO DE ACIDO FOLICO

El OR obtenido en el analisis de asociacién de la presencia de LPHA sin vs con
consumo de acido folico (al considerar consumo pre, peri y postconcepcional en
conjunto) con la presencia de uno o dos alelos 677T fue de 0.32 [(0.19-0.51) p <
0.0001] (Tabla 21) y con el alelo 677T en estado homocigoto fue de 0.30 [(0.14-0.64) p
< 0.0017] (Tabla 22). Estos datos mostraron una disminucién del OR comparados con
los resultados obtenidos al considerar el alelo 677T en estado heterocigoto [OR 0.46
(0.27-0.77) p: 0.00293] y en estado homocigoto [OR 0.39 (0.23-0.68) p: 0.00076], sin
considerar el consumo de acido félico (Tabla 20); esto sugiere una disminucién en el
riesgo para LPHA si se consume acido félico y se tiene uno o dos alelos 677T. van
Rooij, et al. (2003) obtuvieron resultados con una tendencia similar al observar una
disminucion en el OR para LPHA cuando el nifio presentdé un genotipo con el alelo
677T en estado heterocigoto y hubo consumo de acido félico por la madre (OR 1.3, ClI
0.5-3.1) que cuando no hubo consumo del suplemento (OR 1.7, ClI 0.7-3.9); también
se obtuvo una disminucion en el OR con el alelo 677T en estado homocigoto en el
nifo cuando la madre consumid acido folico (OR 2.4, Cl 0.5-12.3) que cuando no lo
ingiri6 (OR 3.5, Cl 0.3-42.4); sin embargo los valores no son estadisticamente
significativos como los del presente estudio. Nuestros datos nos indican la necesidad

de aumentar el tamafio de muestra para definir si persiste esta observacion.
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Al realizar el andlisis de la presencia de LPHA sin vs con consumo de acido folico (al
considerar consumo pre, peri y postconcepcional en conjunto) y el genotipo del
polimorfismo ¢.1298A>C se obtuvo un cambio significativo en el OR con la presencia
de uno o dos alelos 1298C [OR 0.17 (0.075-0.43) p < 0.0001] (Tabla 23) al compararlo
con el OR para LPHA con vs sin consumo de acido félico sin considerar el genotipo
[OR 0.29 (0.19-0.44) p < 0.0001] (Tabla 12) y con el efecto de un alelo 1298C (OR
0.66, 0.40-1.01) o dos alelos 1298C (OR 0.62, 0.20-1.92) sin considerar el consumo
de acido félico (Tabla 18). Esto sugiere un efecto protector del alelo 1298C combinado
con el consumo del acido félico con la presencia de LPHA.

Lo obtenido en este estudio es contrario a lo observado en el estudio de van Rooij, et al.
(2003), donde se reporté un aumento en el OR cuando el nifio tuvo genotipo 1298CC y
la madre consumié acido folico durante el embarazo que cuando no consumié el
suplemento [OR 2.7 (0.5-14.3) y OR 1.7 (0.5-5.8) respectivamente]. Por otro lado, el
OR si disminuy6 cuando el genotipo del nifo fue 1298AC y la madre consumi6 acido
félico, que cuando no lo consumi6 [OR 1.0 (0.4-26) y OR 1.8 (0.7-4.5)
respectivamente]. Sin embargo, ninguno de los valores es estadisticamente
significativos. Es importante mencionar que el trabajo de van Rooij, et al. (2003) es el
unico estudio que analiza al igual que nosotros la presencia de LPHA sin vs con
consumo de acido félico y el genotipo del polimorfismo ¢.1298A>C, aunque la
poblacion analizada fue menor en numero (92 casos y 110 controles) que la de este

estudio.

LPHA, GENOTIPO ¢c.677C>T Y TABAQUISMO

En este estudio al analizar el tabaquismo materno en el primer trimestre del embarazo
junto con el genotipo de la variante ¢.677C>T en MTHFR se obtuvo un OR de 0.83
[(0.36-1.94) p < 0.68] con uno o dos alelos 677T (Tabla 29) y de 0.57 [(0.16-1.98) P <
0.39] con el alelo 677T en estado homocigoto (Tabla 30); en ambos casos el OR fue
menor al obtenido tomando en cuenta el tabaquismo sin considerar el genotipo [OR
0.89 (0.43-1.85) p < 0.76] (Tabla 14) lo cual sugiere un efecto protector del alelo 677T
aun ante la exposicion de la madre al teratégeno, aunque los resultados no
presentaron diferencia estadisticamente significativa parece que el efecto es mayor al
ser homocigoto TT.

Asimismo los OR para LPHA con vs sin antecedente de tabaquismo en la madre y
genotipo con uno o dos alelos 677T y solo el alelo 677T en estado homocigoto [OR
0.83 (0.36-1.94) p < 0.68] (Tabla 29) y OR 0.57 (0.16-1.98) P < 0.39 (Tabla 30),
respectivamente] fueron mayores que los OR para LPHA con genotipo con uno o dos

alelos 677T y con el genotipo 677TT sin considerar el antecedente de tabaquismo
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materno [OR 0.46 (0.27-0.77) p 0.00293 y OR 0.39 (0.23-0.68) p: 0.00076 (Tabla 20),
respectivamente]; estos datos aunque sin diferencia estadisticamente significativa nos
sugieren que el tabaquismo tiende a elevar el riesgo para el defecto aun con la
presencia de uno o dos alelos 677T.

La interaccion del efecto del polimorfismo ¢.677C>T en MTHFR con el tabaquismo
materno durante el embarazo intent6 ser estudiada por Beaty, et al. (2002) en casos con
LPHA en poblacion de Estados Unidos pero debido a que no se encontrd asociacion
entre este polimorfismo y LPHA no se realizé al andlisis de interaccion con el
tabaquismo como se hizo con otros polimorfismos de genes candidatos para LPHA
que si mostraron asociacion. No existe mas evidencia en la literatura de la interaccion
polimorfismo c¢.677C>T en MTHFR con el tabaquismo materno que nos permita

comparar nuestra poblacién con otras.

LPHA, GENOTIPO ¢c.677C>T, CONSUMO DE ACIDO FOLICO Y TABAQUISMO

Al comparar la presencia de LPHA con vs sin tabaquismo en el primer trimestre del
embarazo considerando s6lo a las madres que si tuvieron consumo de acido félico y el
genotipo con uno o dos alelos 677T se obtuvo un OR de 0.45 [(0.15-1.35) p < 0.18]
(Tabla 33), aunque el valor no es estadisticamente significativo es mayor al obtenido
tomando en cuenta el genotipo y el consumo de acido félico sin la ingesta de tabaco
[OR 0.32 (0.19-0.51) p < 0.0001] (Tabla 21); esto apoya el aumento en el riesgo para
LPHA que confiere el tabaquismo en el primer trimestre del embarazo. Al comparar las
tablas 35 y 21 también se observa la tendencia del tabaquismo materno a aumentar el
riesgo para LPHA, aunque algunos valores no son estadisticamente significativos.

Llama la atencién que en el analisis de la presencia de LPHA con vs sin consumo de
acido félico con antecedente de tabaquismo materno y genotipo con uno o dos alelos
677T se calculd un OR de 1.3 [(0.2-8.81) p < 0.75] (Tabla 35), mayor al calculado sin
considerar el consumo de acido félico OR 0.83 [(0.36-1.94) p < 0.68] (Tabla 29), lo que
sugiere un efecto de riesgo del acido félico como se observo en el estudio de Jugessur,
et al., (2003). En este caso el hecho de que estos resultados sean contradictorios, dado
que se esperaba un efecto protector del acido félico, puede deberse a que en nuestro
estudio tenemos un numero pequefio de individuos tanto en el grupo de los casos
como de los controles en este analisis; es importante mencionar que se deben realizar
mas estudios para poder establecer realmente el efecto de la interaccion del
tabaquismo, el polimorfismo ¢.677C>T y el consumo de acido fdlico.
Desafortunadamente no existe evidencia en la literatura de la interaccion entre el
genotipo ¢.677C>T, la ingesta de acido folico y el tabaquismo que nos permita

comparar nuestra poblacién con otras; sin embargo si es claro el efecto teratogénico
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del tabaquismo independientemente del genotipo por lo que debemos seguir
fomentando en nuestra poblacion el no exponerse a este teratégeno durante gestaciéon
(Shi, Wehby, & Murray, 2008).

LPHA, GENOTIPO c.1298A>C Y TABAQUISMO

El OR para presentar LPHA con vs sin antecedente de tabaquismo materno en el
primer trimestre del embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 1298C (Tabla 31)
desafortunadamente no se pudo calcular por falta de casos con genotipo con uno o
dos alelos 1298C cuya madre haya fumado en el primer trimestre del embarazo.
Tampoco fue posible obtener el OR para LPHA con vs sin antecedente de tabaquismo
materno y genotipo homocigoto para el alelo 1298C (Tabla 32) por falta de casos y
controles para este analisis.

La interaccion del tabaquismo materno durante el primer trimestre del embarazo con el
polimorfismo ¢.1298A>C, en estado hetero u homocigoto, no se ha reportado en la

literatura por lo que no es posible conocer el comportamiento en otras poblaciones.

LPHA, GENOTIPO c.677C>T E INGESTA DE ALCOHOL

El OR para LPHA con vs sin ingesta de alcohol y el genotipo con uno o dos alelos
677T [OR 0.62 (0.27-1.41) p < 0.27] (Tabla 37) fue menor que el OR para LPHA con
vs sin ingesta de alcohol en el primer trimestre del embarazo sin considerar el
genotipo [OR 0.710 (0.34-1.45) p 0.36] (Tabla 16); aunque este resultado no es
estadisticamente significativo, apoya la hipotesis del efecto protector del alelo 677T
para LPHA. Sin embargo, llama la atencion que el OR para LPHA con vs sin ingesta
de alcohol en el primer trimestre del embarazo con el alelo 677T en estado
homocigoto [OR 0.91 (0.18-4.59) p <0.91] (Tabla 38) fue mayor que con uno o dos
alelos 677T (Tabla 37); este hallazgo pudiera explicarse porque los valores no son
estadisticamente significativos y es dificil considerar estos resultados reales dado el
bajo niumero de individuos con los que contabamos con las variables analizadas, estos
hallazgos nuevamente nos indican la necesidad de aumentar nuestro tamafio de
muestra.

El OR obtenido para la presencia de LPHA con vs sin ingesta de alcohol en el primer
trimestre del embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 677T fue de 0.62 [(0.27-
1.41) p < 0.27] (Tabla 37), que a pesar de no ser estadisticamente significativo es
mayor al obtenido considerando solamente el genotipo de la variante ¢.677C>T en
MTHFR [OR 0.46 (0.27-0.77) p 0.00293] (Tabla 20), datos que sugieren que el alcohol

aumenta el riesgo para LPHA.
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LPHA, GENOTIPO c.677C>T, CONSUMO DE ACIDO FOLICO E INGESTA DE
ALCOHOL

El OR para LPHA al tomar en cuenta el consumo de acido félico, la ingesta de alcohol
en el primer trimestre del embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 677T [OR 0.45
(0.16-1.23) p < 0.14] (Tabla 41) fue menor al obtenido sin considerar el consumo de
acido folico [OR 0.62 (0.27-1.41) p < 0.27] (Tabla 37), y a pesar de que los valores no
son estadisticamente significativos se evidencia la tendencia del acido fdlico a
disminuir el riesgo para presentar LPHA. Igualmente al comparar la tabla 43 con la 37,
aunque los resultados obtenidos no fueron estadisticamente significativos, se observo
que el consumo de acido félico tiende a disminuir el riesgo para presentar LPHA
cuando la madre tiene un genotipo con uno o dos alelos 677T en MTHFR a pesar de
que ingiri6 alcohol durante el primer trimestre del embarazo.

En la literatura no se han reportado estudios sobre la interaccion entre el genotipo
c.677C>T, el consumo de acido folico y la ingesta de alcohol durante el primer
trimestre del embarazo, por lo que no es posible comparar nuestra poblaciéon con
otras; sin embargo el efecto teratogénico de la ingesta de alcohol durante la gestacion
(Leite & Koifman, 2009) y el efecto protector del acido félico para LPHA (Romitti, et al.,

2007) ha sido descrito en la literatura independiente del genotipo del individuo.

LPHA, GENOTIPO c.1298A>C E INGESTA DE ALCOHOL

En el analisis de la presencia de LPHA con vs sin ingesta de alcohol en el primer
trimestre del embarazo y el genotipo con uno o dos alelos 1298C (Tabla 39) no se
obtuvo un valor estadisticamente significativo [OR 1.28 (0.14-11.46) p <0.81] sin
embargo se observa que es mayor que el OR para LPHA considerando solo el
genotipo 1298AC [OR 0.66 (0.40-1.01) p: 0.11] (Tabla 20), lo que muestra una
tendencia del alcohol a aumentar el riesgo para LPHA.

Es de llamar la atencién que el OR para LPHA con vs sin ingesta de alcohol en el
primer trimestre del embarazo sin considerar el genotipo de la variante ¢c.1298A>C [OR
0.710 (0.34-1.45) p 0.36] (Tabla 16) es menor que al considerar el genotipo con uno o
dos alelos 1298C [OR 1.28 (0.14-11.46) p <0.81] (Tabla 39), lo cual sugiere que el
alelo 1298C aumenta el riesgo para LPHA al combinarse con el consumo de alcohol al
contrario que el alelo 677T. No existe evidencia en la literatura que nos permita

comparar este hallazgo con otras poblaciones.

68



VI.

VII.

VIII.

CONCLUSIONES

La mayoria de los casos fue del género masculino (M/F 2:1) y con respecto a la
lateralidad se obtuvo un mayor porcentaje de casos con LPH unilateral
izquierdo vs derecho, lo cual se correlaciona con lo observado en la literatura.
Nuestra poblacion de estudio se considera heterogénea a pesar de haber
seleccionado unicamente a los casos y controles originarios del Distrito Federal
0 zona conurbada (Estado de México).

La agregacion familiar fue mayor en el grupo de los casos que en el de los
controles dado que el LPHA es un defecto congénito de etiologia multifactorial.
Debido al bajo consumo de acido félico pre, peri y postconcepcional observado
en nuestra poblacion se requiere incidir aln mas en las campafas sobre la
importancia del consumo periconcepcional de acido félico para disminuir el
riesgo de ocurrencia y recurrencia de malformaciones congénitas como LPHA.
En nuestra poblacién llama la atencién la exposicion a teratégenos en las
madres como tabaco y alcohol por lo que se debe continuar la difusion de sus
efectos y promover el evitar exponerse a ellos por completo durante todo el
embarazo pues existe evidencia de que aumentan el riesgo para presentar
LPHA.

Aunque la exposicion a agentes teratogénicos farmacoldgicos durante el primer
trimestre del embarazo se reporté en el 30% de las madres de los casos y en el
15% de las madres de los controles, el nimero de casos y controles
identificados con ingesta de medicamentos que se han asociado a LPHA fue
muy bajo (una en cada grupo).

En nuestro estudio no se observé un mayor riesgo para presentar LPHA con
antecedente de tabaquismo ni de ingesta de alcohol por la madre durante el
primer trimestre del embarazo lo cual puede deberse al tamano de muestra y/o
a la falta de medicion detallada y precisa de la exposicibn a ambos
teratdégenos, esto ultimo consideramos es una debilidad del presente trabajo.
En los resultados obtenidos en nuestra poblacion de estudio se sugiere que el
aumento en el riesgo para LPHA por el antecedente de tabaquismo y/o la
ingesta de alcohol por la madre durante el primer trimestre del embarazo puede
disminuir con el consumo de acido félico.

En el presente trabajo se estudio la asociacién con los polimorfismos ¢.677C>T
y ¢.1298A>C en el gen MTHFR y LPHA pero como no contamos con casos con

PHS no se llevo a cabo la asociacion de éste con estos polimorfismos génicos.
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El polimorfismo ¢.677C>T se encuentra distribuido de manera heterogénea
alrededor del mundo con la frecuencia del alelo 677T mas alta en México, lo
cual se confirmd con la frecuencia obtenida en nuestro grupo control (62%).

Al ser menor la frecuencia del alelo 677T en los casos (51%) que en los
controles (62%) pareciera que en esta poblacion de estudio la presencia del
alelo 677T disminuye el riesgo para presentar LPHA, resultado que difiere con
lo descrito en la mayoria de los estudios de asociacién de LPHA y el
polimorfismo ¢.677C>T, en los cuales no se observa que el alelo 677T
aumente o disminuya el riesgo para LPHA.

La distribucion de la variante ¢.1298A>C en MTHFR en la Ciudad de México
(14.7%) previamente descrita es muy similar a la obtenida en los controles de
esta poblacion de estudio (17%).

En este estudio la frecuencia del genotipo 677TT fue mayor en los controles
que en los casos (38% vs 30%) lo cual no apoya lo reportado en otras
(Tolarova, et al., 1998; Mills, et al., 1999) donde encontraron que el genotipo
677TT en MTHFR fue mas frecuente en los pacientes con LPHA que en los
controles.

En este estudio al analizar el efecto del genotipo con la presencia del LPHA, se
observé que el tener el alelo 677T en estado homocigoto disminuye mas el
riesgo para presentar LPHA que en estado heterocigoto.

Con respecto al efecto de uno o dos alelos 1298C en el riesgo para LPHA, al
igual que lo reportado en otras poblaciones, no se observé asociacion en este
estudio.

En la literatura existen multiples estudios de asociacion entre estos dos
polimorfismos en MTHFR y la presencia de LPHA, unos apoyan los resultados
de este estudio pero la mayoria difieren al no observar asociaciéon con LPHA.
Dado que el polimorfismo ¢.677C>T en el gen MTHFR se ha sugerido como
factor de proteccién o de riesgo para LPHA vy, la evidencia en la literatura es
inconsistente aun, existe la necesidad de continuar este estudio para aumentar
el tamafio de muestra y definir si nuestras observaciones persisten.

En esta etapa del estudio no se analizo el genotipo de los padres en MTHFR
dado que no se ha reportado en la literatura asociacién de LPHA con los
polimorfismos ¢.677C>T y c.1298A>C en los padres, sin embargo se valorara
en un futuro estudiar el genotipo parental como se ha realizado en otros
estudios.

En la literatura no se encuentran estudios de asociacion que reporten todas las

interacciones entre los polimorfismos ¢.677C>T o ¢.1298A>C en MTHFR y
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factores ambientales (alcohol, tabaco y acido félico) que fueron analizadas en
este estudio por lo que la mayoria de nuestros hallazgos no se pudieron
comparar con otras poblaciones.

Consideramos que si el numero de individuos expuestos a los teratégenos
(alcohol, tabaco) en nuestra poblacién hubiera sido mayor, se habrian obtenido
resultados con un mayor poder estadistico por lo que se aumentara el tamafo
de muestra para poder establecer si existen interaccion gen-ambiente con
LPHA en nuestra poblacion.

Con base en nuestros resultados se sugiere que el riesgo para LPHA
disminuye con el consumo de acido félico (analisis realizado en conjunto de
consumo pre, peri y postconcepcional) y el genotipo con uno o dos alelos
677T.

El resultado del analisis de la presencia de LPHA sin vs con consumo de acido
félico (al considerar consumo pre, peri y postconcepcional en conjunto) y el
genotipo del polimorfismo c¢.1298A>C sugiere un efecto protector del alelo
1298C combinado con el consumo del acido félico en la presencia de LPHA en
esta poblacion de estudio, sin embargo difiere a lo observado en el Unico

estudio de la literatura que ha realizado este analisis (van Rooij, et al., 2003).
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10. ANEXOS

ANEXO |

ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON
POLIMORFISMOS DE GENES CANDIDATOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO: Grupo Problema

México, D. F., a de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo(a) participe en el proyecto “ESTUDIO DE
ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE GENES
CANDIDATOS”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha
explicado que para la realizacién del estudio, se requiere responder un cuestionario,
del cual la informacion sera confidencial y una muestra de sangre periférica de 3mL,
tomada por personal calificado con todos los requisitos de seguridad: equipo nuevo y
guantes.

Me han informado que de esta muestra se obtendra el material genético (DNA) de mi
hijo(a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y del cual se analizaran regiones
que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar Labio paladar hendido,
dado que este estudio busca establecer la posibilidad de conocer mejor las causas
genéticas que contribuyen a nacer con esta enfermedad.

Asi mismo, se me ha indicado que toda informacion derivada del analisis de la
muestra para este estudio es absolutamente confidencial y que nuestra participacion
es completamente voluntaria, por lo que si no deseamos participar, ello no repercutira
en la atencién de mi hijo (a).

Atentamente,

Padre, Madre o Tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel. Depto. Genética, Laboratorio
de Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXO I

ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON
POLIMORFISMOS DE GENES CANDIDATOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO: Grupo de comparacion

México, D. F., a de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo(a) participe en el proyecto “ESTUDIO DE
ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE GENES
CANDIDATOS”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha
explicado que para la realizacién del estudio, se requiere responder un cuestionario,
del cual la informacion sera confidencial y una muestra de raspado de mucosa oral,
tomada por personal calificado con todos los requisitos de seguridad: equipo nuevo y
guantes.

Me han informado que de esta muestra se obtendra el material genético (DNA) de mi
hijo(a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y del cual se analizaran regiones
que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar Labio paladar hendido,
dado que este estudio busca establecer la posibilidad de conocer mejor las causas
genéticas que contribuyen a nacer con esta enfermedad.

Asi mismo, se me ha indicado que toda informacion derivada del analisis de la
muestra para este estudio es absolutamente confidencial y que nuestra participacion
es completamente voluntaria, por lo que si no deseamos participar, ello no repercutira
en la atencién de mi hijo (a).

Atentamente,

Padre, Madre o Tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel. Depto. Genética, Laboratorio
de Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXO Il

ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON
POLIMORFISMOS DE GENES CANDIDATOS

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO: Grupo problema

México, D. F., a de de 20

Por medio de esta carta acepto que yo, estoy
de acuerdo en participar en el proyecto “ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO
PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE GENES CANDIDATOS”, que se
realiza en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me explicé y entendi que para este
estudio, se requiere responder un cuestionario, del cual la informacion sera
confidencial y una muestra de sangre periférica de 3 ml (una cucharita cafetera), la
cual sera tomada con todos los requisitos de seguridad: material nuevo y guantes y
sera practicado por personal con amplia experiencia en la toma de muestra.

Me informaron que de esta muestra se obtendra el material genético heredado por mis
padres (DNA) y que determina mis caracteristicas fisicas y del cual se analizaran
regiones que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar Labio paladar
hendido, ya que este estudio busca establecer la posibilidad de conocer mejor las
causas genéticas que contribuyen a nacer con esta enfermedad.

También me dijeron que toda informacion obtenida del analisis de la muestra para este
estudio es absolutamente confidencial y que mi participacion es completamente
voluntaria, por lo que si no deseo participar mi atencion médica no sera afectada.

Atentamente,

Paciente Firma Fecha

Padre o Tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el asentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel Depto. Genética, Laboratorio de
Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXO IV

ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO PALADAR HENDIDO CON
POLIMORFISMOS DE GENES CANDIDATOS

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO: Grupo de Comparacion

México, D. F., a de de 20

Por medio de esta carta acepto que yo, estoy
de acuerdo en participar en el proyecto “ESTUDIO DE ASOCIACION DE LABIO
PALADAR HENDIDO CON POLIMORFISMOS DE GENES CANDIDATOS”, que se
realiza en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me explicé y entendi que para este
estudio, se requiere responder un cuestionario, del cual la informacion sera
confidencial y una muestra de mucosa oral, la cual sera tomada con todos los
requisitos de seguridad: material nuevo y guantes y sera practicado por personal con
amplia experiencia en la toma de muestra.

Me informaron que de esta muestra se obtendra el material genético heredado por mis
padres (DNA) y que determina mis caracteristicas fisicas y del cual se analizaran
regiones que pueden estar implicadas en un mayor riesgo de presentar Labio paladar
hendido, ya que este estudio busca establecer la posibilidad de conocer mejor las
causas genéticas que contribuyen a nacer con esta enfermedad.

También me dijeron que toda informacion obtenida del analisis de la muestra para este
estudio es absolutamente confidencial y que mi participacion es completamente
voluntaria, por lo que si no deseo participar mi atencion médica no sera afectada.

Atentamente,

Paciente Firma Fecha

Padre o Tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el asentimiento:

Nombre Fecha

Médico responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel Depto. Genética, Laboratorio de
Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.
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ANEXOV

Cuestionario de exposicion a factores ambientales

|l. Datos Generales

1. Nombre del nifo

2. Nombre de la madre

3.Sexo 1.M__2.F___ 3.1 LH/LPH (I/D) 4. Edad (afios)

5. Lugar de origen

Caso indice Madre Padre
Abuelo Materno Abuela Materna
Abuelo Paterno Abuela Paterna

6./, Residio el ano anterior del nacimiento en el D.F o Edo. Mex? 1. Si [ 12.No [

7. Edad de la madre al nacimiento del caso indice

8. Institucion tratante 9. No. de expediente
10. ¢ Trabajo durante su embarazo?
0. No - 1.Si - ¢En qué trabajo?

Il. Antecedentes familiares

11. ¢ Alguno de los padres naci6 con LPH? 0. No 1 1.si [

2. Madre 3. Padre

12. ¢ En la familia existe el antecedente de LPH? 0.No [ ] 1.Si [ ]

Parentesco

lll. Ingesta de acido félico

13. ¢ Consumioé un suplemento vitaminico durante los seis meses anteriores al

embarazo? [] Si Especifique _ (Nombre o Marca) No Recuerda []
[ ] No —» (pasar a 18)
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14. ; Durante qué meses ANTES del embarazo consumio el suplemento
vitaminico? (encierre en un circulo): 1 2 3 =24

15. ¢ Con qué frecuencia lo consumia? [ | 1. Diario

[ ] 2. Semanalmente
- 3. Mensualmente
[]
4. Menos de una vez al mes
16. ¢, Cual era la dosis de su suplemento? 0.No recuerda ]
17. ¢ Cuanto consumia? 0. No recuerda|:| 1. Tabletas ]
18. ¢ Consumié un suplemento vitaminico durante los primeros tres meses de
embarazo?
Si Especifique (Nombre o Marca) 0. No recuerda ]
[ ]No—» (pasar a 23)
19. ¢ Durante que meses del embarazo consumio el suplemento vitaminico?
(encierre en un circulo) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
20. ¢ Con qué frecuencia lo consumia? ] 1. Diario
[ ] 2.Semanalmente
[ ] 3. Mensualmente
[]
4. Menos de una vez al mes
21. ¢ Cual era la dosis de su suplemento? 0.No recuerda [ ]
22. i Cuanto consumia? 0. No recuerda L] 1. Tabletas L]
IV. Exposicion a teratégenos
23. ;Consumid medicamentos o drogas durante los primeros tres meses del
embarazo?
[Isi [ No
Especifique el medicamento:
Mes 1 ;Cual? 0. No recuerda ]
¢ Cual era la dosis del medicamento? 0. No recuerda ]
[]

77



Mes 2 ;Cual? 0. No recuerda

¢, Cual era la dosis del medicamento? 0. No recuerda
Mes 3 4 Cual? 0. No recuerda ]
¢ Cual era la dosis del medicamento? 0. No recuerda [_]

24. ; Fumo durante los primeros tres meses de embarazo?
[ 1Si
[ INo—» (pasar ala 26)
25. ; Cuantos cigarros fumé en promedio durante estos 3 meses?

Por dia Por mes

26. ; Consumio alcohol durante los tres primeros meses de embarazo?
[ 1Si
[ INo—» (pasarala 30)
27. ¢ Qué tipo de bebida alcohdlica ingirié? (Ejemplo: Cerveza, vino, tequila,

otro?

28.- ;Con qué frecuencia consumio alcohol durante ese periodo?

29. ;Qué cantidad ingiri6 por ocasion? (Ejemplo: botellas, copas, otro?

30. ¢ Considera que exista algo relevante sobre su embarazo, usted o su

familia que deseé comentar?
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ANEXO VI

PAWE version 1.2, February 2003
Written by Derek Gordon
Assisted by Michael Nothnagel

CALCULO DE MUESTRA PARA MTHFR C.677C>T

MINIMUM SAMPLE SIZE FOR FIXED POWER
Sig. Level: 0.050000
Power: 0.950000
Noncentrality parameter, Allelic Test: 12.994707
Noncentrality parameter, Genotypic Test: 15.443233

DATA WITHOUT ERROR

Minimal Sample Size Cases for Allelic Test: 189
Minimal Sample Size Controls for Allelic Test: 379
Minimal Sample Size Cases for Genotypic Test: 226
Minimal Sample Size Controls for Genotypic Test: 453

DATA WITH ERROR

Minimal Sample Size Cases for Allelic Test: 198

Minimal Sample Size Controls for Allelic Test: 397

Minimal Sample Size Cases for Genotypic Test: 237

Minimal Sample Size Controls for Genotypic Test: 475

Percent sample size increase for Allelic Test, Error versus Errorless: 4.78

Percent sample size increase for Genotypic Test, Error versus Errorless: 4.75

CALCULO DE MUESTRA PARA MTHFR c.1298A>C

MINIMUM SAMPLE SIZE FOR FIXED POWER
Sig. Level: 0.050000
Power: 0.950000
Noncentrality parameter, Allelic Test: 12.994707
Noncentrality parameter, Genotypic Test: 15.443233



DATA WITHOUT ERROR

Minimal Sample Size Cases for Allelic Test: 107
Minimal Sample Size Controls for Allelic Test: 213
Minimal Sample Size Cases for Genotypic Test: 129

Minimal Sample Size Controls for Genotypic Test: 257

DATA WITH ERROR

Minimal Sample Size Cases for Allelic Test: 111

Minimal Sample Size Controls for Allelic Test: 222

Minimal Sample Size Cases for Genotypic Test: 134

Minimal Sample Size Controls for Genotypic Test: 268

Percent sample size increase for Allelic Test, Error versus Errorless: 4.13

Percent sample size increase for Genotypic Test, Error versus Errorless: 4.07
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