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INTRODUCCION

La vejiga hiperactiva es un trastorno de vaciamiento del tracto urinario inferior
que se caracteriza por frecuencia, nocturia, urgencia con o sin incontinencia,
afecta a un 60% de las pacientes que acuden a la Clinica de Urologia
Ginecoldgica del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los
Reyes”. Esta enfermedad afecta a muchas mujeres alrededor del mundo
creando un impacto en la calidad de vida siendo afectadas la actividad fisica,
sexual, ocupacional, psicologica, social, domeéstica e importantes
consecuencias socioecondémicas. Sus sintomas pueden presentarse como
consecuencia de varias disfunciones del tracto urinario bajo incluyendo
obstruccion de salida, infecciones del tracto urinario bajo y déficit neurolégicos.
Esta alteracion de la fase de llenado se denomina urodinamicamente detrusor
hiperactivo. Existen muchas modalidades diagnosticas y terapéuticas, pero la
falta de estandarizacion y sistematizacion dificulta la interpretacion del
seguimiento y resultados para obtener consenso en estudios multicéntricos o
metanalisis. La historia Clinica es la mas importante herramienta diagndstica
esta es suficiente para encontrar vejiga hiperactiva, si se acompafia de el
examen fisico, examenes de laboratorio y gabinete, urodinamia, cistoscopia,
cuestionarios de calidad de vida, diario vesical, con facilidad se confirma
nuestra sospecha clinica.

El espectro terapéutico proporciona diferentes alternativas, el uso de
farmacos como los anticolonérgicos se consideran la primera linea terapéutica,
sin embargo, estos tienen demasiados efectos adversos que dificultan la
adherencia al tratamiento y propician el abandono temprano, muchas pacientes
presentan recaidas a corto y largo plazo. Otra alternativa la ofrecen terapia de
estimulacion eléctrica, ejercicios del piso pélvico, re-entrenamiento vesical, etc.
sin los efectos adversos de los farmacos.

Tenemos base en la bibliografia previa para pensar que existe un vinculo con
el desarrollo del tubo neural y que sus alteraciones embrionarias pueden dar
como resultado la espina bifida oculta a nivel lumbosacro, dando aparecimiento
a trastornos neuroldégicos como la vejiga hiperactiva. México un lugar
importante a nivel mundial en incidencia de defectos del tubo neural, pudiendo
estar condicionado por factores ambientales (alimentacién, contaminantes,
farmacos, etc.) alterando considerablemente el desarrollo de las estructuras
que posteriormente formaran el sistema nervioso central dando alteraciones
mayores como meningocele, mielomeningocele, anencefalia, etc.

Asi, la espina bifida oculta es una condicién Clinica que puede pasar
desapercibida durante la nifiez y la infancia, manifestandose hasta en la vida
adulta como consecuencia de traumatismo, el embarazo, el parto,
enfermedades cronico degenerativas o por el mismo proceso evolutivo.



El factor genético ha despertado interés principalmente a nivel de las
enzimas que participan en el metabolismo de el acido fdlico, la 5,10-metilen
tetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Esta presenta varios polimorfismos, de
ellos el C677T y el A1298C son los asociados con espina bifida oculta
especificamente. Hay estudios previos en México que reportan una gran
prevalencia de estas mutaciones en poblacién abierta, nos interesa revisar esa
incidencia en pacientes con sintomas de vejiga hiperactiva y espina bifida
oculta.

Los métodos diagndsticos benefician mas a la imagen de resonancia
magnética y estudios de rayos x, se definen como el estandar de oro para
diagnostico de alteraciones 0seas de espina bifida oculta, nosotros utilizaremos
estudios radiolégicos por su disponibilidad en el Instituto.



PREFACIO

En la clinica de Urologia Ginecologica del Instituto Nacional de Perinatologia
“Isidro Espinosa de los Reyes”, la consulta de trastornos de vaciamiento como
la vejiga hiperactiva es muy frecuente. En nuestra residencia es parte de
nuestra formacion aportar conocimientos a la docencia, asistencia y a la
investigacion clinica. La clinica nacié a principios de los 90’s ya en 1999 se
obtiene reconocimiento universitario por la “Universidad Nacional Auténoma de
México” y presentar un trabajo de investigacion es parte de los requisitos de
graduacion en la subespecialidad de urologia ginecoldégica.

Desde hace 2 o 3 afnos surgio la idea en conjunto con el departamento de
genética de realizar un protocolo que ayudaria a encontrar una relacion entre la
vejiga hiperactiva, espina bifida oculta y algunas mutaciones de la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) relacionadas como las variantes
C677T y A1298C.

En México se esta estudiando con mucho interés los defectos del tubo neural
y sus relaciones con diferentes entidades clinicas, para nosotros es importante
encontrar alguna asociacién con vejiga hiperactiva y espina bifida oculta.

Esta area de investigacion la consideramos muy importante ya que la
cantidad de pacientes de la consulta diaria cada vez se incrementa y estamos
conscientes de las repercusiones que esto tiene en la vida diaria de las
pacientes. Desafortudamente la falta de sistematizacion y estandarizacion
dificulta la medicion de las intervenciones clinicas en beneficio de las
pacientes; existe buen espectro diagnédstico y terapéutico pero aun asi, falta
investigar la influencia genética en el desarrollo de espina bifida oculta y vejiga
hiperactiva. Son muchas las personas interesadas en estudiar las influencias
multifactoriales de estas enfermedades ojala en el futuro encontremos las
respuestas a nuestras inquietudes de investigacion clinica.

Actualmente realizamos un estudio piloto y es el que les queremos presentar
a continuacién esperamos que sea de mayor utilidad y de su agrado.

Martinez PR



PROLOGO

La Urologia Ginecoldégica como disciplina es una entidad relativamente nueva
en el mundo de la medicina moderna, de tal manera que hay mucho por hacer
en el area de investigacion para fortalecer a nuestra practica clinica diaria. Es
por ello que la clinica de Urologia Ginecoldgica de el Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” actualmente se ha interesado en
investigar parte de la etiologia de la vejiga hiperactiva.

Esta enfermedad es causa frecuente de consulta diaria y aunque el
diagndstico es relativamente facil, la efectividad limitada del tratamiento por la
gran cantidad de efectos adversos condiciona la mayor queja de nuestras
pacientes, poca adherencia y abandono de los tratamientos. Sabemos que en
poco o nada podriamos cambiar nuestras pautas de tratamiento pero la
medicina moderna nos exige que partamos de encontrar el origen de las
enfermedades, a esto no escapa la vejiga hiperactiva. Existen al momento
novedosas alternativas de manejo una de ellas incluye a la medicina gendémica,
la cual nos da la oportunidad de intervenir desde las ventanas del desarrollo
intrauterino del ser humano hasta el ambiente extrauterino. El desarrollo de
nuestras sociedades desencadena factores de contaminacién ambiental, que
condicionan trastornos del desarrollo que son dificiles de diagnosticar en
estadios tempranos ya que pueden pasar inadvertidos para el clinico por la
falta de manifestaciones, la mujer particularmente su condicion gestante y
parturienta, podria hacer notorio los dafnos de la columna nerviosa lumbosacra.

La mutacion de la enzima 5,10 metilenterahidrofolato reducatasa (MTHFR)
presenta varias mutaciones en sus interacciones con los folatos, tanto asi que
son muchas las enfermedades relacionadas como el cancer de colon,
enfermedades cardiacas, perdida gestacional recurrente, pre eclampsia, etc.
Creemos que nuestro ayudaria a consolidar resultados de trabajos previos que
demuestran una alta prevalencia de su mutacidn en grupos especificos
poblacionales, esto orientaria en efecto que hay condiciones ambientales
relacionadas al aparecimiento de defectos del tubo neural como la espina bifida
oculta, y manifestaciones clinicas de vejiga hiperactiva que es nuestro trabajo
de investigacion.

Martinez PR.



RESUMEN

OBJETIVO: Encontrar asociacion entre el diagndstico de vejiga hiperactiva,
espina bifida oculta y las mutaciones C677T y A1298C de la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) mediante estudio del DNA.

MATERIAL Y METODOS: Se realizé6 un estudio transversal durante los
meses de diciembre del 2005 a marzo del 2006, se incluyeron 32 pacientes con
diagndstico de vejiga hiperactiva a quienes se les tomo6 rayos X de columna
lumbar y sacra para el hallazgo de espina bifida oculta. Se tomo6 4 ml se sangre
periférica para estudio del DNA Gendmico por el método de Miller y
Gunstintich. El anadlisis se realiz6 mediante el programa Excel Windows XP vy
tablas de distribucion de frecuencias.

RESULTADOS: El mayor porcentaje de disrrafia lo encontramos de S2 a S5
en 94%, disrrafia L5 a S5 6%. Otros hallazgos que consideramos importantes
son: escoliosis en 64.5%, asimetria de cadera 29% vy lordosis 22.5%. Para el
polimorfismo C677T se encontrd: Genotipos CT 43.75%, TT 34.37%, CC
21.87%; alelo normal 43.73% alelo mutado 56.25%. Para A1298C: Genotipos
AC 21.87%, AA 71.87%, CC 6.25%; alelo normal 82.81%, alelo mutado
17.18%.

CONCLUSIONES: La espina bifida oculta a nivel de S2-S5 se encontré en
94% de pacientes con diagndstico de vejiga hiperactiva, otros defectos dseos
podrian estar relacionados. La presencia del polimorfismo C677T heterocigoto
se encuentra en 43.73% de pacientes con frecuencia del alelo mutado de
56.25%, no se encuentra relacion con la mutacion A1298C ni entre ambos
genotipos.

PALABRAS CLAVE: vejiga hiperactiva, espina bifida oculta, polimorfismo,
DNA, 5,10-metilenterahidrofolato reductasa.



CAPITULO 1: MARCO TEORICO
SINTESIS DEL PROYECTO

Este estudio observacional, transversal y analitico se realiza en la clinica de
urologia ginecolodgica y en el departamento de genética, del Instituto Nacional
de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”, en el cual evaluamos la
posible asociacion de los polimorfismos C677T y A1298C del gen de la enzima
5,10 metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR) con defectos del tubo neural,
especificamente la presencia de espina bifida oculta, en donde puede existir
una predisposicion genética y/o ambiental para los trastornos urinarios, que son
motivo frecuente de consulta en la clinica urologia ginecoldgica. Este trastorno
se diagnostica clinicamente y a través de estudios de gabinete y rayos X;
radiografias antero-posterior y lateral de columna lumbosacra, buscando
hallazgos radiologicos que sugieran la presencia de Espina Bifida Oculta
(separacion de centros de osificacidon vertebral o falta de fusion de los
elementos posteriores de la columna lumbar y sacra). En este estudio se
incluiran todas las pacientes que acuden con sintomatologia urinaria de tipo
neurologico; la mayoria, en el diagnostico de vejiga hiperactiva o detrusor
hiperactivo en todas sus variables, segun la sintomatologia clinica o
diagndstico urodinamico.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de la Clinica de Urologia Ginecoldgica, los trastornos urinarios de
origen neuroldgico, se diagnostican en aproximadamente 25% de las
pacientes, esto como un hecho incidental en los estudios de imagenologia, que
pedimos como complemento diagndstico en casos en que se tiene la sospecha
de etiologia neurolodgica, y se teme la posibilidad de reflujo Vesicoureteral y
dafio renal consecuente. Hemos encontrado hasta en 60% de estas mujeres,
una asociacion con espina bifida oculta a nivel sacro lo que sugiere origen
neuroldgico del problema; durante el interrogatorio encontramos que existe el
antecedente familiar en hermanas o madres de trastornos urinarios similares,
por lo que es importante y trascendente complementar y detectar este
problema, conocer la tendencia familiar y la posibilidad de un factor genético,
para la prevencion de estas anomalias en futuras generaciones (programacion
del desarrollo) y prevenir, el dafo renal a largo plazo en las que ya lo padecen.

También tiene participacion el medio ambiente y la predisposicion genética.
Se ha relacionado a este problema la presencia de las mutaciones C677T y
A1298C de la enzima MTHFR con la expresion clinica de espina bifida oculta.
Estudios previos en poblacion mexicana describen esta asociacion en
pacientes con defectos del tubo neural y refiere un 20% mas que en la
poblacién general.



Ademas, en estudios urodinamicos que se realizan en la clinica de urologia
ginecologica, el 60% de los diagndsticos finales corresponden a vejiga
hiperactiva, las cuales manejamos con terapia conductual o intervenciones en
el estilo de vida, como cuidar de la cantidad y tipo de liquidos ingeridos,
vaciamiento vesical con horario, esto parece mejorar el control voluntario
central y periférico a esa zona del tracto urinario inferior; ejercicios del piso
pélvico, con el objetivo de mejorar la inervacion, irrigacion y fuerza muscular;
ademas utilizamos farmacos con efecto anticolinergico, electroestimulacion y
biorretroalimentacién con resultados satisfactorios para la mayoria de las
pacientes. Todas estas formas de tratamiento, solas o en combinacion, las
utilizamos con las pacientes con recurrencia de su sintomatologia, lo que
sugiere la presencia o intervencion de un factor neurolégico a determinar, que
podria ser la asociacién con espina bifida oculta, que a nuestro juicio y con
apoyo de la literatura, podrian manifestarse solo en la vida adulta o posterior al
parto, desarrollando todas las manifestaciones del problema.

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La espina bifida es una malformacién congénita que se enmarca en una
serie de defectos de cierre del tubo neural, desorden que se desarrolla e
incluye varias enfermedades del sistema nervioso central, es secundario a una
diferenciacion anormal de las estructuras dorsales y craneoencefalicas. Es la
malformacion congénita del sistema nervioso central mas frecuente, afecta a
mas de 1000 infantes de todos los nacimientos en los estados unidos
anualmente, esto es 8% de las malformaciones al nacimiento y son el segundo
diagndstico por autopsia (8,9). Esta Malformacidn se ha encontrado en 8.8% de
las autopsias realizadas en los estados unidos a toda la poblacién, 45.5% de
las cuales incluye anormalidades de la espina cordal o médula espinal tales
como meningoencefalocele, meningocele, mielomeningocele, raquisquisis
craneo espinal y espina bifida oculta. La incidencia de la espina bifida oculta
varia de 1-50% debido probablemente a que disminuye la prevalencia a medida
que se incrementa la edad, o como resultado de una nueva formacién o
calcificacion 6sea o como parte de un proceso cronico degenerativo. Boone y
colaboradores han reportado una incidencia hasta de 17% de espina bifida
oculta en adultos asintomaticos, en nifios enuréticos la incidencia de espina
bifida oculta llega a ser del 38%. El defecto del tubo neural mas comun, es el
disrrafismo espinal el cual puede ser abierto o cerrado como la espina bifida
oculta (5). En México, los defectos del tubo neural (DTN), constituyen un
importante problema de salud publica, las estadisticas indican una incidencia
elevada y si bien no se conoce con certeza el numero de casos, se calcula que
pueden ocurrir en 4 de cada 1000 recién nacidos vivos. A nivel mundial México
ocupa el segundo lugar en incidencia de estos defectos, superado Unicamente
por China del Norte (1)

Entre los 18 y 28 dias post ovulacién, el tubo neural se cierra a lo largo de 5
sitios separados y la falla en algunos de esos sitios genera la mayoria de los
defectos. Lo que compete a la columna espinal la disrupcion del neuroporo



caudal ocurre antes del dia 26, en la espina bifida oculta, la piel y las vértebras
son anormales pero la médula espinal se conserva intacta (9).

Se desconoce la fisiopatologia exacta de los DTN, pero se sugiere una
participacion importante del metabolismo del folato, de tal forma que una
ingesta inadecuada, asi como los defectos en su absorcion y la disrupcion de
actividades intracelulares originadas por defectos genéticos que afecten a las
enzimas involucradas en el metabolismo del acido fdlico, participan de forma
importante en la génesis de DTN. La evidencia de un componente genético
comienza en observaciones familiares de Torriello y Higgins (1985) y de la
relacion entre el acido félico y la prevencidn de los defectos de tubo neural,
esto ha enfocado la atencién en los genes involucrados en el metabolismo del
folato, el medio ambiente, la dieta, etc.

La metionina de la dieta no es suficiente para proveer de todos los grupos
metilo necesarios para las reacciones de metilacion celulares, por lo cual es
indispensable de la sintesis de novo de metionina, que es dependiente de la
via biosintética del folato. EI metabolismo del folato se asocia a dos importantes
ciclos metabdlicos, el primero involucra la produccion de purinas y timidina para
la sintesis de ADN, el segundo se relaciona con la provision de grupos metilo
para la sintesis de S-adenosilmetionina (SAM), que es el principal donador
biolégico utilizado en todas las reacciones de transferencia de grupos metilo de
diversos procesos metabdlicos tales como; regulacion de la expresién génica a
través de metilacién de ADN, mecanismos de regulacion y senalizacion celular
a través de metilacion de proteinas, neurotransmisores y fosfolipidos. La
metilacion de ADN en sitios especificos regula la expresién génica y ejerce un
papel critico en procesos del desarrollo fetal (fig. 1). Una enzima polimorfica
codificada por las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR puede reducir la
disponibilidad de grupos metilos de novo. De tal modo que la provisidon
inadecuada de folato puede generar hipometilacion de ADN e inestabilidad
gendmica.

El gen MTHFR esta localizado en el cromosoma 1p36.3. Consta de 11
exones, con extension de 102pb a 432pb y 10 intrones, La variante del gen

MTHFR 677C—T es uno de los determinantes genéticos mas importantes de
los niveles de folato y homocisteina, produce el reemplazo del aminoacido
valina por alanina en el codon 222. La homocigocidad para el alelo 677T
(mutado) resulta en la expresion de una enzima termolabil, con una
disminucién en su actividad de cerca del 70%. La prevalencia de la mutacion
C677T del gen MTHFR varia ampliamente en diferentes grupos étnicos, en
caucasicos, chinos y japoneses la frecuencia del alelo T es entre 30 y 40%,
mientras que en la poblacién negra de Sudafrica y afro americanos es menor
del 5%.



Otro polimorfismo frecuente en el gen MTHFR es la transicion 1298 A > C, la
cual resulta en la substitucion de glutamato por alanina, presuntamente dentro
del dominio regulatorio de la MTHFR. Se ha reportado que la homocigocidad
del alelo 1298C (mutado) induce una disminucion en la actividad enzimatica,
sin embargo no es de la misma magnitud que la homocigocidad del alelo 677T.

De acuerdo a algunos estudios, los individuos heterocigotos compuestos para
los alelos 677T y 1298C, los cuales presentan un genotipo C677T / A1298C,
tienen una reduccion en la actividad in vitro de la MTHFR del 40 — 50% y un
perfil bioquimico similar al observado en individuos con homocigocidad para el
alelo 677T, con incremento en los niveles de homocisteina y disminucion de los
niveles de folato (23).
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Fig. 1 Impacto de la intervencion de la dieta y el ambiente en la programacion genética y su
desarrollo hasta la vida adulta. Arriba vemos la secuencia genética desde la formacioén de los
gametos a lo largo de la vida embrionaria y extraembrionaria hasta la vida adulta y como el DNA se
influencia a través de su metilacién. En la secuencia de abajo el mismo proceso pero participando
el imprinting genético.

A la fecha, ademas de los 2 polimorfismos ya descritos, los cuales
disminuyen la actividad enzimatica, se han identificado mas de 20 mutaciones
en el gen MTHFR, que causan deficiencia enzimatica severa. Algunos otros
cambios descritos son poco frecuentes, presentes en solo algunas familias con
un cuadro clinico que incluye; retardo psicomotor, debilidad muscular proximal,
marcha inestable, patologia vascular (trombosis vascular) y homocistinuria.



La prevalencia del polimorfismo varia dependiendo de la poblacién estudiada,
se ha encontrado con mayor frecuencia en poblacion italiana (44%); en
hispanos de California (42%) y en 34% en poblacion Japonesa (24).

En poblacion mexicana el polimorfismo C677T es mas frecuente que en otras
poblaciones, con una presencia en poblacion mestiza del 44 al 50%.

La MTHFR es una enzima clave en el metabolismo de la homocisteina,
cataliza la conversion de 5,10-metilenetetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato
(5-MTF) que es la forma circulante predominante de folato. El 5-MTF participa
en la remetilacion de la homocisteina, proceso dependiente de vitamina B12,
donando un grupo metilo para la sintesis de metionina, reaccién catalizada por
la enzima metionina sintetasa, que utiliza vitamina B4, como cofactor (Fig. 2).

La metionina es metabolizada por la enzima metionina adenosiltransferasa a
S-adenosil metionina, la cual actia como donador de grupos metilo, por medio
de enzimas metil transferasas, en procesos de metilacion de DNA, proteinas,
neurotransmisores y fosfolipidos. El producto de esta reaccion genera S-
adenosil homocisteina, que es metabolizada por la enzima adenosilhomo-
cisteinasa, que elimina adenosina y forma homocisteina.
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Fig. 2 Interacciones metabdlicas en las que participa el acido félico y sus
derivados y la participacion enzimatica 5-10 metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR).

Aunque el diagnostico de disrrafia espinal oculta puede ser obvio a una edad
joven, el diagndstico exacto, frecuentemente puede ser dificil de realizarlo
tempranamente, debido a retrazo en la aparicion de los sintomas, o falla en la
apreciacion clinica de hallazgos fisicos y/o radiograficos significativos. Se
utiliza para el diagnostico de los defectos del tubo neural, el ultrasonido en el
segundo trimestre del embarazo, el cual con la utilizacién de imagenen 3Dy 4
D, nos da la oportunidad de mejor resolucion; alfetoproteina sérica materna,
acetilcolinesterasa; imagen de resonancia magnética y estudios de rayos X
siendo estos ultimos el “estandar de oro” para deteccion de estos defectos
posterior al nacimiento (7,8).

La clasificacion de disrrafia espinal oculta (espina Bifida oculta), ha sido
basada en la apariencia radiolégica de la espina baja (Agenesia sacra y
Hemisacro total o subtotal), asi como también la clasificacion fisiopatoldgica
que incluye Seno dermal congénito, Lipomielomeningocele, Raices nerviosas
aberrantes o bandas fibrosas y Filum Terminal anormal, todas ellas distintas
formas de desarrollo de espina Bifida oculta; por lo tanto, esta clasificacion
tiene escasa relacion al tipo de disfuncion vesical que puede presentarse en la
paciente.

En cuanto tratamiento, este se basa en un manejo multidisciplinario que
involucra la neurocirugia, nefrourologia y ortopedia. Esta enfermedad produce




cambios neurourologicos como la vejiga neurogenica (sintomas de frecuencia
urinaria con o sin incontinencia, poliuria, nocturia), caracterizada por disfuncion
detrusor esfinter (el esfinter urinario se contrae al mismo tiempo que lo hace el
musculo detrusor durante la fase de vaciado vesical o miccion), representado
por incontinencia urinaria y complicaciones en el tracto urinario superior por el
reflujo que se produce debido al aumento en la presion intravesical. El
tratamiento en este tipo de pacientes se limita a conservar la funcion renal,
obtener una continencia socialmente aceptable y mejorar la calidad de vida (5).

Hoy en dia la mayor parte del tratamiento se limita a cateterismo vesical
intermitente, drogas anticolinergicas y régimen de antibidticos, logrando
obtener continencia durante el dia y mantener presiones bajas del musculo
detrusor; sin embargo, también se recomienda disminuir la ingesta de liquidos
por la tarde, vaciamiento vesical antes de acostarse o cateterismo y uso de
pafales pero este soporte terapéutico tiene un éxito limitado en la incontinencia
urinaria de origen neurolégico. Concomitantemente, hemos encontrado en
pacientes con espina bifida, vejiga hiperactiva neurogenica e hiperactividad que
puede ser considerada una alteracion organica y funcional, para lo cual los
farmacos anticolinergicos son de mucha ayuda, a pesar de sus efectos
colaterales. Khoury y colaboradores, reportan que la laminectomia con divisiéon
del filum Terminal independientemente que el cono medular este normal o bajo
en la mielografia, la incontinencia urinaria se resuelve hasta en 72% de sus
pacientes.

En general lo que intentamos es mejorar la calidad de vida concediendo una
integracion progresiva a la vida social o de trabajo, logrando la continencia,
previniendo infecciones del tracto urinario y preservando la funcion renal
(11,13). EIl tiempo en que se manifiesta los sintomas depende del grado de
afectacion o nivel de afectacioén, en el sistema nervioso central en casos de
afectacion menor puede manifestarse hasta la edad adulta (10).

Para la prevencion de estos DTN ya existe informacion publicada de
suplementacién de folatos y vitamina B12 durante el periodo reproductivo de la
mujer, en estados unidos por ejemplo, cerca de la mitad de todos los
embarazos no son planificados y de estos embarazos no planificados una
tercera parte no reciben cuidados prenatales durante el primer trimestre;
recomendandose de esta manera para la prevencion primaria la ingesta de 0.4
mg al dia de acido folico. Para pacientes con historia previa de recién nacido
con defecto del tubo neural se recomienda ingerir 0.4 mg al dia entre cada
embarazo o periodo inter genésico y 4 mg al dia diariamente el ultimo mes
previo a la concepcion y a lo largo de todo el primer trimestre (9). Una mujer
puede estar considerada expuesta si ha tomado una droga dos meses 0 mas
después del ultimo periodo menstrual.



En los estados unidos comienzan en 1992 a dar suplementos de acido fdlico,
en 1996 la FDA aprobo la fortificacion de los alimentos fijandose como meta
que para el 2010 al menos 80% mujeres en edad reproductiva tengan acceso a
este tipo de alimentacion; ademas se plantean como meta que los niveles de
folato en células rojas sea de 220 ng/ml en mujeres no embarazadas en
edades de 15-44 afios (9).

El suplemento periconcepcional de acido fdlico y la fortificacion de los
alimentos, a reducido en 19% los defectos del tubo neural al nacimiento en el
periodo de 1996 a 1999, y se ha mencionado que de esta forma es mas facil de
utilizar para el ser humano que los folatos incluidos en los alimentos de la
ingesta diaria, paises como Canada, Chile, Puerto Rico, Australia, China
también han implementado estos programas.

JUSTIFICACION

Los trastornos de vaciamiento vesical en la mujer, que podrian tener un
origen neuroldgico son frecuentes en la consulta de urologia ginecoldgica del
Instituto Nacional de Perinatologia. Actualmente se ha incrementado el interés
en esta area de investigacion, debido a la elevada incidencia de
malformaciones congénitas en México, y se intenta incrementar la ingesta de
acido fdlico en la dieta de mujeres en el periodo periconcepcional; por lo tanto
para nosotros, es importante implementar medidas preventivas para disminuir
la incidencia de DTN. Nuestro alcance en el tratamiento de sintomas de tracto
urinario bajo como la vejiga hiperactiva es muy limitado, y esto conlleva, a un
aislamiento social de la paciente con implicaciones en su calidad de vida, ya
que son pacientes que presentan aumento de la frecuencia urinaria diurna o
nocturna afectando su desempefio laboral y social, siendo inclusive causa de
despidos laborales, etc. Es conocida la naturaleza multifactorial de los DTN
incluida la espina Bifida oculta, la mayor implicacion aunque no muy
comprendida, se atribuye a la deficiencia en el metabolismo del acido fdlico el
cual es influenciado por factores genéticos o ambientales, los cuales pueden
ser modificados y buscar el mejor beneficio para la poblacion. Los
polimorfismos mayormente asociados a espina bifida oculta incluyen a C677T y
A1298C. Actualmente no conocemos la prevalencia de estos polimorfismos en
México, aunque ya hay estudios los cuales reportan una proporcion en los
diferentes genotipos para la mutacion C677T de la MTHFR de 17.6 y 21.5%
para CC, 47,6 y 52.3% para CT y 34.8 y 26.2% para TT; también se ha
encontrado un 22% del genotipo A1298C, genotipos muy relacionados con
DTN. Hay otro que confirma el origen multifactorial. Es el interés de este
protocolo encontrar asociacion entre las pacientes con sintomatologia de vejiga
hiperactiva, influencia genética y/o ambiental y espina Bifida oculta
comprobado a través de estudios clinicos (urodinamicos, diario vesical,
cuestionario de calidad de vida, etc.), determinacion de mutaciones C677T y
A1298C de la enzima MTHFR y estudios de imagen (radiografias de columna
lumbar y sacra), respectivamente; esto pudiera ayudar a implementar



lineamientos preventivos, de diagndstico y tratamiento encaminadas a mejorar
la calidad de vida.

OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivos

1. Investigar la mutacion del gen de la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa (C677T y A1298C) en pacientes con espina bifida oculta.

2. Determinar la asociacién entre trastorno urinario de origen neuroloégico
tipo vejiga hiperactiva con espina bifida oculta.

3. Encontrar relacion entre vejiga hiperactiva, espina bifida oculta y la
mutacion C677T y A1298C de la enzima 5,10- metilentetrahidrofolato
reductasa.

Hipotesis
e Las pacientes con diagnostico de espina bifida oculta tienen la mutacion
del gen de la enzima MTHFR termolabil con una frecuencia 20% mayor

que en la poblacién general.

e Los trastornos urinarios de origen neurolégico se asocian con espina
bifida oculta.



CAPITULO 2: MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio piloto transversal que incluy6é a 32 pacientes de todas
las que acuden a la clinica de urologia ginecolégica del Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes™ con sintomatologia de tipo
neurolégico o vejiga hiperactiva segun el concepto de la sociedad internacional
de continencia. Durante dos meses se les invitd a participar y durante
diciembre 2005 y marzo 2006 se les tomd la muestra sanguinea, todas llenaron
consentimiento informado por escrito. Los criterios de inclusion fueron:
diagndstico de trastorno urinario de origen neuroldgico tipo vejiga hiperactiva
(frecuencia, urgencia con o sin incontinencia), aceptar participar en el protocolo
y llenar su consentimiento informado. Los criterios de no inclusion: diabetes
mellitus, antecedente de evento cerebro vascular, trastorno urinario de tipo
neurolégico de origen central, antecedente de traumatismo de columna
vertebral y antecedente de cirugia de columna vertebral. Se les realizé historia
clinica completa, examen uroneurologico, diario vesical, cuestionario estandar
de calidad de vida por escrito, urocultivo, uretrocistoscopia y urodinamia
multicanal. Los rayos X de columna lumbosacra antero posterior y lateral se
tomé como método diagnostico considerando la separacion de los centros de
osificacion vertebral o falta de fusidon de los elementos posteriores de la
columna lumbosacra como hallazgos de espina bifida oculta; la extraccion del
DNA gendmico se realizd a partir de una muestra de sangre periférica por el
método de Miller y Gunstintich. El estudio del polimorfismo C677T se realizo
por medio de la amplificacion de un segmento de 198 pb, a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El segmento incluye el exon 4, el
cual contiene un sitio de reconocimiento para la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa, producto de un cambio de C por T en el
codoén 677, que convierte una adenina por valina. Para el Polimorfismo A1298C
tomamos en cuenta que esta mutacion se reconoce para la enzima Mboll. El
genotipo 1298CC da 4 fragmentos 84,31, 30 y 18 pb, mientras que el genotipo
1298AA da 5 fragmentos 56, 31, 30 y 18 pb. La electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% se utilizé para el polimorfismo C677T y al 20% para el
A1298C. El analisis estadistico se realizé a través de tablas de distribucion de
frecuencias y el programa Excel Windows XP.



CAPITULO 3: DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE
VARIABLES

DEFINICION CONCEPTUAL
Trastornos urinarios de origen neurolégico incluyen:

Detrusor Hiperactivo Neurogénico: Es la observacion urodinamica
caracterizada por contracciones involuntarias del detrusor durante la fase de
llenado, con una condicién neuroldgica relevante (15).

Discinergia Detrusor Esfinter: Contraccién del detrusor al mismo tiempo de
contraccion involuntaria de la uretra y/o musculo estriado peri uretral.

Vejiga Hiperactiva: Es la manifestacion clinica de urgencia y frecuencia con o
sin incontinencia urinaria. Urgencia urinaria es el deseo de miccion dificil de
diferir y aumento de frecuencia urinaria mayor a 8 veces en el dia y mas de 2
veces durante la noche.

VARIABLE PREDICTORA:

Espina bifida oculta: Es el defecto de fusion 6sea de la espina lumbosacra,
identificado mediante estudio radioldgico y que involucra una falla de fusién del
arco posterior en uno o mas niveles, usualmente en la region lumbosacra (16).

VARIABLE DE DESENLACE:
Gen de la metilentetrahidrofolatoreductasa

El gen de MTHFR esta localizado en el cromosoma 1p36.3 y esta compuesto
de 11 exones, (102pb a 432pb) y 10 intrones (250pb a 1.5 kb, con una
excepcion de 4.2kb). La secuencia del DNAc consiste de 2.2 kb. El corte y
empalme alternativo del gen da una proteina de 77KDa con actividad catalitica,
ademas de una Isoforma pequeina de 70 KDa que solo se observa en algunos
tejidos. Interviene en el metabolismo del tetrafolato para donar un grupo metilo
a la homocisteina.



CAPITULO 4: ORGANIZACION DE RECURSOS

1. Recursos humanos y materiales.
Recursos humanos:
Médicos adscritos y residentes
Personal de enfermeria
Recursos materiales:
Libreta de recoleccion de datos
Tubos de recoleccion de muestra sanguinea
Estudio de rayos X columna lumbosacra
2. Capacitacion de personal.
Capacitacion de personal:
No es necesario
Adiestramiento de personal:
No es necesario
3. Financiamiento
Interno
FUNCION ESPECIFICA
Dr. Ricardo Garcia Cavazos
Propuesta integral del objetivo del estudio y apoyo logistico.
Dr. Primo Roberto Martinez Chavarria
1.- Seleccion de pacientes
2.- Recoleccion, andlisis y procesamiento de datos
3.- Solicitud de estudios.

Dr. José Alfredo Sierra Ramirez

Procesamiento de la muestra de sangre periférica para la determinaciéon del
gen MTHFR.

Dr. Raymundo Guzman Rodriguez (Radiélogo)

Toma y lectura de rayos X de columna lumbosacra para el diagnéstico de
espina Bifida Oculta.

Dra. Esther Silvia Rodriguez Colorado

1.-Revisién de Protocolos de investigacion.



2.-Revisién y supervision de Recoleccion, Procesamiento y analisis de datos.
Enf. Consuelo Hernandez

1- Colaboracion en toma de muestras sanguineas.



RESULTADOS

El promedio de edad fue de 47 afios con un rango de 20 a 69 afos, gravidez
promedio de 4 embarazos, paridad en promedio de 3.

El mayor porcentaje de disrrafia lo encontramos en el nivel de 52 a §5 en 29
pacientes con un porcentaje de 94%, disrrafia L5 a S5 en 2 pacientes con un
porcentaje de 6% (Fig. 1). Ctros hallazgos de lesién importantes que encontramos
fueron: escoliosis en 20 pacientes con porcentaje de 64.5%, asimetria de cadera
en 9 pacientes con porcentaje de 29%, lordosis en 7 pacientes con'porcentaje de
22.5%:; espondilolistesis, ' lumbarizacion de S1 y sacralizaciéon de L5 se
encontraron en un pacientes cada uno con porcentaje de 22.5% (tabla 1).

Tabla 1‘. Nivel de lesién espina bifida oculta.

_ | Diagnostico de Lesion Numero | Porcentaje

.| Disrrafia $2-S5 29 94%
Disrrafia L5-S5 2 6.%
Escoliosis 20 64.5%
Asimetria de Cadera 9 29%
Lordosis 7 22.5%
Espondilolistesis 1 3.22%
Sacralizacién L5 1 3.22%
Lumbarizacion S1 1 3.22%
Total 31 100%

Fig.1 Grado de lesion de espina bifida oculta

L5-55 |y

$2-55

0% 20% 40% 60% 80% 100%

24



Para el polimorfismo C877T se enconirs la siguiente distribucion genotipica:
heterocigoto CT. 43.75%, Homocigoto mutado TT 34.37% y Homaocigoto normal
CC" 21.87%; para la variante. A1298C encontramos la siguiente distribucion
genotipica: heterocigoto AC 21. 87%, homocigoto normal AA 71.87% y homocigoto -
mutado CC 6.25% {tabla 2). La frecuencia alélica para las variantes fueron:

| CB77T alelo normal C de 43.73% vy para el alelo mutado T de 56.25%; para el

polimorfismo A1298C frecuencia alelo normal A de 82.81% y alelo mutado C de
17.18% f{tabla 3).  La relacion entre los dos polimorfismos. al comparar los
.genotipos heterocigotos (CT/AC) se encuentra en 12.5% valor. muy bajo- si
tomamos en cuenta la prevalencia 43.75% del genotipo heterocigoto para C677T.
Si este heterocigoto se combina con el homocigoto normal de A1298C (CT/AA)
encontramos 31.25% de la poblacién estudiada; si el homOczgoto normal para -
- CB77T lo combinamos con el homecigoto mutado de A12980 (CC/CC)

: encontramcs un porcentaje de 31. 12% (tabla 4). : .

Tabla 2. Dastnbuc;én de genotirpos

Polimorfismo | Genotipo Nimero Porcenta}e
T CB8TTT CT 14 43,75%
B 1T : 11 34.37%
- CC 7 | 21.87%
A1298C AC 17 21.87%
cc - 2 8.25%
, AA 23 ‘ 71.87%
Totales 32 100%

Tabla 3. Distribucidn de alelos.

Polimorfismo | Alelo Numero Frecuencia
C877T T 36 0.5625
C 28 0.4373
A1298C A 53 0.8281
C 11 0.1718
| Totales v 64 ~
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Tabla 4. Relaciones entre los polimarfismos C677T y A1298C

TCB77T

A1298C . Numero | Porcentaje |
4 CT 14 AC 4. 12.5
‘ cC [V 0
. AA 10 31.25
TT nii1 AC 1 312
I CC 1. 1312
, AA g 28.12
cCon7 AC 2 6.25
) cC 1 3112
AA 4 12.5
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DISCUSION

Desde que en 1994 se clond el gen de la enzima 5,10- metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) ya se describen 18 mutaciones de las cuales dos se
relacionan con espina bifida oculta (13). La proporcion de pacientes que acude
a la clinica de Urologia Ginecoldgica del Instituto Nacional de Perinatologia
“Isidro Espinosa de los Reyes” con diagnostico de vejiga hiperactiva es muy
numerosa al igual que en la poblacion mundial, y las alteraciones en la
mutacion de la MTHFR demuestran una frecuencia genotipica muy marcada
con la variante C677T y predominio del genotipo heterocigoto en 43.75% de las
pacientes. El polimorfismo de la A1298C parece no tener relacion en pacientes
con espina bifida oculta y sintomas de vejiga hiperactiva, ya que al realizar la
combinacion de genotipos entre los polimorfismos los valores resultan no
significativos.

Estos datos se acercan a conclusiones de estudios previos en donde se ha
encontrado alta prevalencia de la mutacién C677T asociado al riesgo de
desarrollo de defectos del tubo neural (DTN). En un metanalisis de paises
europeos se ha encontrado 9.2% para el genotipo homocigoto y 16.4% de este
mismo en casos de DTN, esta prevalencia varia segun la poblacion estudiada.
Nuestros resultados se comparan con trabajos previos de poblacién mexicana
en donde se encontré una proporcidn genotipica de 17.6% para CC, 47.6%
para CT y 43.8% para TT; su frecuencia alélica fue de 0.586 para el alelo T y
0.414 para el alelo C lo cual confirma la alta frecuencia del alelo mutado,
parecido a nuestros resultados (13). Sin embargo, esto correlaciona también
con estudios previos que demuestran una alta prevalencia de este polimorfismo
en mujeres mexicanas en edad reproductiva con frecuencia genotipica de
21.5% para CC, 52.3% para CT y 26.2% para TT; a su vez son similares con el
hallazgo de elevados niveles de homocisteina que avalan la fisiologia del
metabolismo del acido félico y sus derivados en la génesis de alteraciones
estructurales como la espina bifida oculta (14).

En la variante A1298C una frecuencia de 0.82 para el alelo A (Alelo normal) y
0.17 para el alelo C (Alelo mutado) de nuestro estudio indica la probabilidad
muy escasa de expresion fenotipica anormal, ademas su frecuencia genotipica
nos da predomio del genotipo homocigoto normal AA de 71.87% y del genotipo
mutado CC de 6.25%, el genotipo heterocigoto solo llega a 21.87%. En
estudios previos se ha encontrado una proporcion de 22% para esta mutacion
asociado a influencias ambientales y dietéticas (14). Al comparar los genotipos
entre las dos variantes mutacionales no encontramos asociacién y podemos
decir que la presencia de la mutacién A1298C al parecer no potencializa los
efectos de la variante C677T como lo aseguran algunos autores (Tabla 4).

El diagndstico de espina bifida oculta realizado con estudios de rayos X
simple demuestra diversos grados de lesion 6sea. En primer lugar, vemos que



la disrrafia espinal (falta de fusion del arco posterior de los cuerpos vertebrales)
relacionada con las raices sacras S2-S4 e involucradas en llevar la informacion
nerviosa a érganos como la vejiga, recto, etc. se encontré en 94%, en cambio
otros autores refieren una incidencia de espina bifida oculta de 17% en
pacientes asintomaticos y hasta 38% en nifos enuréticos (5); en segundo
lugar, llama la atencién la presencia de escoliosis en 64% y asimetria de
cadera en 29% de nuestra serie. Parece ser que la alteracion en el eje de
sustentacion podria condicionar en conjunto con las lesiones disrraficas,
disfuncién en las estructuras del piso pélvico como la vejiga hiperactiva,
prolapso de organos pélvicos e incontinencia anal. Sin embargo es necesario
realizar estudios controlados para establecer una mejor asociacion.

Este defecto del desarrollo del tubo neural la espina bifida oculta, ha sido
asociado a la presencia de vejiga hiperactiva, disfuncién clinica caracterizada
por la presencia de frecuencia, urgencia con o sin incontinencia (15). Nuestro
trabajo pudiera sugerirnos que la falta de fusién de los arcos vertebrales
posteriores de la columna lumbar y sacra, pueden pasar asintomaticas en las
primeras etapas de la vida del ser humano pero con el paso del tiempo y el
aparecimiento de enfermedades cronico degenerativas y el evento del
embarazo y el parto en la mujer desencadenarian manifestaciones clinicas de
vejiga hiperactiva en la edad adulta como lo confirman trabajos previos (4).

Se ha comprobado que la metilacion del DNA vy el factor epigenético, altera la
regulacion de la expresion genética y estos patrones de metilacion también se
han asociado con cancer, aterosclerosis, pérdida gestacional recurrente,
defectos cardiacos al igual que con espina bifida oculta; sin embargo, resulta
dificil encontrar una causa especifica del origen y por ello apoyamos la teoria
“influencia multifactorial” en la génesis de estos defectos (19).

Otros autores han demostrado que la vitamina B12 participa en buena
manera y es determinante en la elevacién de la homocisteina. Por ello se
prefiere dar suplementos a la poblacién en donde hay una incidencia elevada
de estos polimorfismos; ya se demostré que el acido fdlico y sus derivados
pueden disminuir entre 50 a 70% la incidencia de DTN en general, aunque al
momento no se ha encontrado la dosis ideal de folatos ya que su
biodisponibilidad a través de todas sus reacciones quimicas, fisiologicas y
genéticas que involucran el metabolismo y la absorcién del acido félico son
muy complejas (17). La poblacion con un estilo de vida vegetariano presentan
deficiencia de vitamina B12 en 58% de los casos y elevacion de los niveles de
homocisteina en 48%. La participacion alterada del metabolismo del acido
félico y el DNA por la via de la metilacién, ademas de causar anemia
megaloblastica también involucra otros padecimientos como el cancer de colon
y los defectos del tubo neural, esto se logra a través de el condicionamiento
genético de estos polimorfismos combinado con deficiencias vitaminicas que



estimulan la expresion fenotipica de DTN en este grupo vulnerable de
pacientes (20,21).

Recientemente también se ha involucrado a otros moduladores que
interfieren en el metabolismo del acido folico muy asociado con las patologias
anteriormente mencionadas, este modulador es el betaine (22).

A manera de conclusion podriamos decir que encontramos asociaciéon con la
mutacion C677T en el genotipo heterocigoto en 43.75% de las pacientes con
vejiga hiperactiva y espina bifida oculta y una frecuencia del aleto mutado de
56% similar que en estudios previos, apoyando nuestra hipotesis. No se
encontré relacion con la variante A1298C ya que su prevalencia de 71.88 de
genotipo normal AA condiciona un valor para el alelo mutado C muy bajo
(17%) y tampoco parece potenciar los efectos de la mutacion C677T. Sin
embargo, a pesar de ser un trabajo preliminar parece ser la tendencia que
vamos a encontrar en estudios similares, estamos concientes que es necesario
realizar estudios controlados y aleatorizados para establecer conclusiones mas
sélidas en el futuro. La espina bifida oculta consideramos que si tiene
asociacién con vejiga hiperactiva o trastornos miccionales ya que
practicamente en todas las pacientes encontramos algun grado de lesion, pero
también se necesita otros estudios que lo confirmen. Los rayos X simple es una
buena herramienta diagnostica para espina bifida oculta y se considera parte
del “estandar de oro” junto con la resonancia magnética, aunque estos
resultados dependen del equipo utilizado y la experiencia en la interpretacion
de los resultados por el médico radiélogo, nosotros o recomendamos por su
disponibilidad, interpretacion y facil acceso para las pacientes.



CONCLUSIONES

La presencia de la mutacion C677T de la enzima 5,10-metilen
tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) se ha encontrado en una proporcion
de 43.75% para el genotipo heterocigoto en pacientes con diagnostico
de vejiga hiperactiva y espina bifida oculta.

La presencia de la mutacién C677T de la enzima 5,10-MTHFR tiene una
frecuencia del alelo mutado de 56% y de alelo normal de 43%.

La presencia de la mutacion A1298C de la enzima 5,10-MTHFR no se
ha relacionado con la presencia de vejiga hiperactiva y espina bifida
oculta encontrando una proporcién de genotipo normal de 71.87%.

La frecuencia del alelo mutado del polimorfismo A1298C es del 17.18%
y del alelo normal de 82%.

La presencia de la mutacion C677T no es potenciada por la presencia
de la mutacion A1298C para su efecto en el metabolismo del acido félico
y causar defectos estructurales como la espina bifida oculta.

El estudio de rayos X simple es una buena herramienta diagnostica para
espina bifida oculta aunque depende de aspectos técnicos y calidad del
equipo utilizado.

Existe alta proporcién de pacientes con sintomas de vejiga hiperactiva
con hallazgos de lesion 6sea a nivel lumbosacro que podrian estar
relacionados con manifestaciones de disfuncién del piso pélvico en
general.

Es necesario estudios controlados y aleatorizados con mayor serie de
casos para fortalecer estas conclusiones.



RECOMENDACIONES

. Realizar estudios controlados y aleatorizados con mayor serie de casos
para fortalecer asociacién entre vejiga hiperactiva, espina bifida oculta y
presencia de la mutacion C677T y de la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa.

. La poblacion que padece de vejiga hiperactiva a nivel del Instituto
Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” y a nivel
mundial oscila entre 40 al 60 % de las que consultan a centros
especializados y merece una atencion especial por personal capacitado
multidisciplinario.

. Esta enfermedad pasa desapercibida en muchas pacientes por creer
que es parte del proceso evolutivo, es necesario tomar en cuenta que
afecta su calidad de vida en el aspecto fisico, sexual, emocional, social,
econdmico, etc.

. Deben implementarse programas especiales para la prevencion
primaria, secundaria y terciaria en pacientes con antecedentes de
defectos del tubo neural.

. El estudio de rayos X simple es un método diagndstico disponible en
muchos centros de salud y se considera parte del “estandar de oro” para
espina bifida oculta y defectos del tubo neural en general.

. Facilitar el acceso a los servicio de salud para pacientes con
manifestaciones clinicas de vejiga hiperactiva, especialmente si
presentan espina bifida oculta.

. La espina bifida oculta deberia estudiarse su relacion con las demas
disfunciones del piso pélvico como la incontinencia anal y prolapso de
organos pélvicos.

. Fomentar esta area de investigacion con personal idéneo vy
comprometido con los defectos del tubo neural y vejiga hiperactiva.



ANEXOS

Anexo 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Instituto Nacional de Perinatologia
Direccién de Investigacion
Protocolo de Investigacion

Titulo del Protocolo

Identificacion de la mutacién C677T y A1298C del gen
metilentetrahidrofolato reductasa en pacientes con espina bifida oculta y
trastornos de la miccién.

Investigador Principal: Dr. Ricardo Garcia Cavazos
Dr. Primo Roberto Martinez Chavarria
Dra. Esther Silvia Rodriguez Colorado
Dr. José Alfredo Sierra Ramirez

Teléfonos INPer: 55209900 extension 516

La informacién que a continuacion le presentamos describe un estudio de
investigacion que estamos llevando a cabo en la clinica de urologia
ginecoldgica de este instituto. La vejiga hiperactiva es una enfermedad
bastante frecuente en nuestra clinica y entre los factores involucrados se
encuentra la espina bifida oculta que significa que existe una alteracion en la
formacion de los huesos de la columna vertebral. Ademas se encuentra un
componente genético que estamos investigando a través de una enzima
llamada MTHFR (metiltetrahidrofolato reductasa) la cual participa en el
metabolismo del folato ampliamente investigado. El estudio intenta encontrar
relacion entre estos factores esperando explicar un origen de su enfermedad.
Nos gustaria contar con su participacion y si usted lo desea le recordamos que
tiene derecho a que le proporcionemos toda la informacion necesaria que se
resume en lo siguiente:

a) El propdsito del estudio es encontrar una explicacion mas clara del origen de
su enfermedad.

b) El estudio durara 6 meses a partir de esta fecha a menos que
posteriormente consideremos alargarlo para obtener mejores resultados.

c) Se le extraera 4 ml de sangre para verificacion de presencia del gen
Metiltetrahidrofolatoreductasa en sus variantes ya que esto podria estar
involucrado en la causa de su enfermedad.

d) No le causara molestia alguna a excepcion del momento en que obtengamos
la muestra sanguinea.

e) El principal beneficio seria esclarecer el diagnostico de su enfermedad vy
factores relacionados a mi padecimiento actual.



f) Puede preguntar cualquier duda que tenga acerca de su participacion.

g) Puede retirarse en el momento que considere necesario sin perjuicio alguno
de su atencion en este instituto.

h) Se le entregara una copia con firma y fecha de esta carta.

i) Su participacidon debe ser completamente voluntaria.

Introduccién

El presente estudio que se realizara en esta clinica tendra como duracion 6
meses y los objetivos que perseguimos es encontrar alguna relacion entre la
vejiga hiperactiva, el componente genético y la espina bifida oculta,
enfermedad muy frecuente en nuestra consulta diaria y relacionada con la
incidencia de anomalias congénitas en mujeres mexicanas.
Procedimientos

En el momento que usted decida participar se le tomara una muestra
sanguinea de 4 ml esto solo sera una vez, se llenara una hoja de recoleccion
de datos generales y a menos que se le necesite de nuevo se le llamara por
telefono y se vera en que momento es mas factible su presencia, cualquier

duda puede llamar a los teléfonos que proporcionamos al inicio de esta carta.
Los gastos este examen corren por cuenta del instituto.

También como parte del estudio se le realizara una radiografia de columna
lumbar con el objetivo de verificar que todos los huesos de la columna estén
completos ya que esto podria estar causando sus sintomas, en este estudio los
gastos corren por cuenta de la paciente.

Riesgos

El riesgo al extraer la muestra sanguinea es minimo, dolor, enrojecimiento,
infeccion en el sitio de puncion.

Tratamientos alternos

Por el momento debera continuar con el tratamiento propuesto por el medico
de su consulta.

Beneficios

Este estudio le servira para esclarecer o complementar su diagnostico actual.
Compensacioén

No recibira compensacién alguita por su participacion

Confidencialidad



También debe saber que su identificacion, los resultados de las pruebas son
de estricta confidencialidad y solo se revelaran por autorizacion escrita de
usted de lo contrario esa informacion solo quedara en los archivos de la clinica
de Urologia ginecologica.

Participacion voluntaria/ Retiro

Esta participacion debe ser totalmente voluntaria y puede retirarse en el
momento que usted considere necesario sin ningun efecto en su atencion en
este instituto, sus datos solo nos serviran si son completados en su totalidad.

Responsabilidad de la paciente

Es su responsabilidad que toda la informacién que proporciona sea completa
y precisa, puntualidad en sus citas, asi como notificar inmediatamente alguna
molestia que le resulte de su participacion.
Finalmente usted tiene derecho a realizar cualquier pregunta que considere
necesaria y alguna duda que tenga en la que sea necesaria la intervencion del
comité de ética, lo puede solicitar para aclarar responsabilidades y derechos de
ustedes los participantes.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo por este
medio notifico que he leido ampliamente la informacibn que se me ha
proporcionado, y los investigadores han esclarecido mis dudas acerca de
participar en el protocolo de investigacion cientifica, que se realizara en la
clinica de urologia ginecolégica del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro
Espinosa de los reyes titulado Identificacién de la mutacion C677T y A1298C
del gen metilentetrahidrofolato reductasa en pacientes con espina bifida
oculta y trastornos de la miccidén, para lo cual doy mi consentimiento de
forma voluntaria. Me ha quedado claro mis derechos y obligaciones de
participar en este estudio, el propdsito del estudio, los riesgos, los beneficios
para lo cual autorizo para que se me realicen los analisis que sean necesarios
de mi participacion. También me han explicado que podré retirarme cuando lo
desee sin que esto perjudique la calidad de mi atencidén en este instituto,
ademas se han comprometido a entregarme los resultados del analisis en el
momento que estén disponibles por escrito si fuera necesario, por lo que estaré
pendiente de mis citas cuantas veces la institucion y los investigadores lo
requieran.

Y para fines que se decidan convenientes firmo la presente junto con un
investigador que me informo y dos testigos.

Participante
Testigo 1




Testigo 2

México DF a los dias
de del 2006
Anexo 2

PROTOCOLO ESPINA BIFIDA OCULTA
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre:
Registro

del

mes

Edad: Expediente urologia:

Direccion:

Teléfono

Paridad:G__ P A C Hijos vivos:
Mujeres Hombres
Sintomatologia:

Enurésis:

Edad de control de esfinteres:

Trastornos urinarios posteriores al parto:

Diagnéstico Urodinamico:
Radiografia:

Resultado de Mutacion MTHFR:
Historia familiar de trastorno urinario:

Madre: Edad:

Sintomatologia:

2: Hermanas Edad:

Sintomatologia:

Hijas Edad:

Sintomatologia



Anexo 3

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

10-
12/05

1-3/ 06

6/
06

9/ 06

Citar pacientes e invitarlas a participar

Firma de consentimiento informado

Toma de muestra para determinacion
del gen

Solicitud de Radiografia y lectura

Recoleccion y Tabulacion de datos

Publicacion




COMPLEMENTO
ANALISIS MOLECULAR PARA LA EXTRACCION DEL DNA GENOMICO:

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular, de la
Subdireccion de Investigacion Biomédica del Instituto Nacional de
Perinatologia.

Se realizd el proceso de extraccion de DNA por medio del kit Wizard
Genomic DNA Purification de Promega, al cual le sigui6 la técnica de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction, PCR; Restriction Fragment Lengh
Polymorphism, RFLP) que permite la genotipificacion de una mutacion o
polimorfismo conocido.

Los productos amplificados (PCR) y digeridos (RFLP) con enzimas de
restriccion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa.

Extraccién y purificacion del DNA gendmico

Un aspecto fundamental en el analisis molecular de las muestras es la
obtencidn de DNA en cantidades razonables y de alta pureza. Existen varias
metodologias que permiten su obtencién partiendo de diferentes fuentes, gotas
de sangre seca, semen, tumores, cabellos o tejidos antiguos. En este estudio,
se realizé la extraccion de DNA, en todos los sujetos incluidos en el estudio, a
partir de leucocitos obtenidos de sangre periférica, mediante el kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega).

Aislamiento del DNA gendmico a partir de sangre venosa periférica.

Obtencién de la muestra

Extraer en tubo Vacutainer (EDTA) 3 ml de sangre periférica.
Homogenizar suavemente por inversion.

Almacenar a temperatura ambiente y procesar lo mas rapido posible.

Lisis celular y nuclear.

e A un tubo estéril, con capacidad de 1.5 ml, adicionar 0.9 ml de solucion
de lisis celular.

e Transferir los 300 mcl de sangre, mezclar por inversion e incubar por 10
minutos a temperatura ambiente. Invertir 5 a 6 veces durante la
incubacion.

e Centrifugar a 16,000 x g por 2min. Remover y desechar el sobrenadante
sin perturbar el pellet blanco, dejando de 10 a 20 mcl de liquido residual.

e Mezclar en vortex para resuspender los leucocitos, 10 a 20seg.



Adicionar 300 mcl de la solucion de lisis nuclear y pipetear varias veces
para lisar los leucocitos, la solucion se pondra muy viscosa.
Ocasionalmente se requiere incubar a 37°C por 1h., cuando se observan
grumos celulares.

Tratamiento con RNAsa (Opcional)

Adicionar al lisado celular 15 mcl de solucién de RNasa.
Mezclar la muestra invirtiendo el tubo 25 veces e incubar a 37° C por 15
minutos.

Precipitacion de proteinas

Adicionar 100mcl de la solucién de precipitacidon de proteinas.
Mezclar vigorosamente (Vortex) por 20 segundos.

Centrifugar a 16,000 x g por 3min

Se observaran las proteinas precipitadas en un pellet café oscuro

Precipitacion del DNA

Transferir el sobrenadante a un tubo estéril de 1.5 mcl que contenga 300
mcl de isopropanol.

Mezclar la muestra por inversion suave hasta que el DNA forme un
conglomerado.

Centrifugar a 16,000 x g por 3min; EI ADN se visualiza en un botén
blanco.

Decantar el sobrenadante y agregar 300 mcl de etanol al 70%. Invertir el
tubo suavemente para lavar el botén de DNA.

Centrifugar a 16,000 x g por 1min. Retirar cuidadosamente el etanol. El
boton puede perderse si el tubo se agita al retirar el etanol.

Secar el tubo en papel absorbente y dejar secar la muestra a
temperatura ambiente por 10-15min.

Hidratacion del DNA

Adicionar 100 mcl de la solucion de hidratacion.

Dejar re-hidratandose toda la noche a temperatura ambiente.
Alternativamente, calentar a 65° C por 1 hora. Mezclar periédicamente
para dispersar al DNA.

Almacenar de 2 a 8° C.

Se valora la integridad y concentracién del DNA mediante dos procesos;
Electroforesis en gel de agarosa al 1% y Espectrofotometria ([1280nm)

Tipificacion del polimorfismo genético

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)



La PCR es una técnica descrita en 1991, por Mullis de la corporacion Cetus.
Permite la amplificacion de segmentos especificos de DNA de manera
exponencial, utilizando la propiedad del DNA de poder desnaturalizarse,
renaturalizarse y replicarse. Los segmentos a amplificar se delimitan con
oligonucledtidos cortos (primers). Se utiliza la enzima termoestable Taq
polimerasa (obtenida del microorganismo Termophilus aquaticus) para replicar
los fragmentos de interés. La PCR realiza tres ciclos fundamentales:

1. Desnaturalizacion (94-100°C), en la que las cadenas del DNA se
separan para generar un molde de hebra simple.

2. Alineamiento (45-60°C), utilizando condiciones de hibridacion que
garanticen que los primers se uniran solamente a secuencias
complementarias (blanco) y no a secuencias inespecificas.

3. Extension o amplificacién (Replicacion de DNA) (alrededor de 72°C), La
Taq polimerasa replica el fragmento del gen.

Estos 3 ciclos se repiten de 25 a 35 veces, las hebras sintetizadas sirven
como molde para los siguientes ciclos, por lo que la replicacion del fragmento
del gen de interés, es en forma exponencial.

Las condiciones de amplificacion para efectuar la reaccion de PCR fueron
modificadas del protocolo de Leclerc D (43):
Adicionar en un tubo de reaccion de 0.2 ml:

e El volumen equivalente a 500 ng de DNA genomico.

Buffer 10X (5mcl)
Dimetil-sulfoxido (DMSO) (2.5 mcl)
MgCI2 50mM (1 mcl)
Desoxinucleotidos trifosfatados (ANTP’s) 2.5mM (1mcl)
Oligonucledtido F* 200mM (1mcl)
Oligonucledétido R200 *mM (1mcl)
0.75U de Taq polimerasa (1unidad=0.3 mcl)
Aforar con agua bidestilada a un volumen de reaccion final de 50 mcl

Se utilizan los oligonucledétidos sentido; 5-GCA GGG AGC TTT GAG GCT
GAC-3’ y antisentido; 5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3', para amplificar
un producto de PCR de 228 pb, que incluye la posicion 677 del gen MTHFR.

Se utilizan los oligonucledtidos sentido; 5-ATG TGG GGG GAG GAG CTG
AC-3’ y antisentido; 5-GTC TCC CAA CTT ACC CTT CTC CC-3’, para
amplificar un producto de PCR de 240 pb, que incluye la posicién 1298 del gen
MTHFR.

Se programaron 35 ciclos de amplificaciéon en el termociclador (Eppendorf,
Master cycler gradient):



e Desnaturalizaciéon 92°C 60s
e Alineacion 54°C 30s
e Extension 72°C 30s
e Extension final 72°C 7min

15 mcl de los productos de PCR son sometidos a electroforesis en gel de
agarosa (2%) con objeto de confirmar la presencia de los fragmentos
amplificados.

Digestion con la enzima de restriccidon

Digestion de los productos amplificados de la posicion 677 del gen MTHFR,
con la enzima de restriccién Hinf |

La enzima de restriccion Haelll, es purificada de Haemophilus aegyptius, esta
enzima reconoce la secuencia 5-GG / CC-3'.

Las condiciones de digestién para tipificar las muestras fueron modificadas
del protocolo de Leclerc D (43):
Adicionar en un tubo de 0.5mL
a. De la reaccion de PCR 20 mcl.
b. Enzima Hinf I (0.1 mcl)
c. Buffer especifico de la enzima (2.5 mcl)
d. Agua bidestilada para un volumen final de reaccion de 25mcl

Se incuba en bafio maria a 37° C por 2:30 a 3:00 hrs. Se somete a
electroforesis en gel de agarosa (4%) con objeto de observar la presencia de
los fragmentos digeridos, se coloca en un carril un marcador de peso molecular
(escalera de 50pb).

El fragmento original de la reaccién de PCR mide 189 bp, cuando la enzima
digiere genera dos fragmentos uno de 153 bp y otro de 36 bp, este ultimo
generalmente no se observa. Con este patron de bandas sobre el gel se
tipifican las muestras en homocigotos sin sitio de corte (AA), en heterocigotos
(AG) y homocigotos con sitio de corte (GG).
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