UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Instituto Nacional de Perinatologia
“Isidro Espinosa de Los Reyes”

Determinacion del polimorfismo C677T y C1298A
del gen de la MTHFR en madres con hijos
afectado con defectos del tubo neural.

Tesis

Que para obtener el titulo de:

Especialista en Ginecologia y Obstetricia
PRESENTA

MARIA EMILIA GUERRA GARCIA.

DR. VALENTIN IBARRA CHAVARRIA
PROFESOR TITULAR DEL CURSO

DR. RICARDO GARCIA CAVAZOS.
ASESORAS

=

P

IN Por S

MEXICO DF. ANO
2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AUTORIZACION DE TESIS

Determinacion del polimorfismo C677T y C1298A
del gen del la MTHFR en madres con hijo
afectado con defectos del tubo neural.

DR. RICARDO GARCIA CAVAZOS
DIRECTOR DE ENSENANZA

DR. VALENTIN IBARRA CHAVARRIA
PROFESOR TITULAR DEL CURSO

DR. RICARDO GARCIA CAVAZOS
ASESOR



DEDICATORIA

A mi papa y mi mama por su amor, apoyo, comprension; por ser el ejemplo de
la dedicacién, la honestidad, el trabajo y las ganas de salir adelante, por
ensefarme la esencia de la vida llena de ideales, por que por ellos simplemente
soy.

A mi esposo enrique por su amor incondicional, comprension, apoyo y por que
estamos aprehendiendo a caminar y encausar nuestros barcos hacia un rumbo,
disfrutando simplemente del hecho de vivir plenamente.

A emilia quien con su presencia me ha ensefado que el ser madre es por
mucho la esencia primaria de la vida

A mis hermanas ale y bety.
A mis amiguitos pera y enrique que caminamos juntos estos cuatros afos

conociendo la palabra amistad y lealtad porque nos aceptamos como somos,
nos respetamos y somos y seremos siempre los piojos.



AGRADECIMIENTOS.

Al Instituto Nacional de Perinatologia, gracias a esta casa por ensefiarme que
ser un buen profesionista implica, disciplina, esfuerzo, responsabilidad y
dedicacion.

Al Dr. Cavazos por tender su mano en los momentos dificiles, por compartir su
trabajo de toda su vida, siempre con una palabra de aliento y esperanza para la
realizacién de esta tesis, por hacerlo por el motivo que siempre ha inspirado su
trabajo: “el amor a la ciencia”.

Al M. en C. Manuel Saavedra que participo en este estudio y que
desgraciadamente perdio la vida en su mejor edad y desarrollo.

A todos los maestros de esta institucidn que aportaron en mi crecimiento medico
dia a dia.

Al Dr. Carlos Neri por darme la oportunidad y el voto de confianza para
emprender el camino en esta institucion.

A todos los residentes de mayor jerarquia que me ensefaron: disciplina, amor a
la institucion, trabajo en equipo y amistad. (Mirna, David, Gaby, Bobby, Ayala).

Agradecemos profundamente el apoyo para la realizacion de este estudio a los
Laboratorios Valdecasas que permitieron la compra de suministros y reactivos,
asi como la donacion de una incubadora y un termociclador.



INDICE

CAPITULO I. INTRODUCCION..........coiiiiiiiieiiie e 1
Formacion del tubo neural......... ..o 1
Neurulacion Primaria......... ..o 3
Neurulacion SECUNTANIA. ... ... ... e 5
Defectos del Tubo Neural......... ..o e e, 6
1Y = T e T =T o] o JO PP 13
Sintesis del Proyecto. ... 14
Planteamiento del Problema........... ..o 19
JUSTITICACION. ... e 19
ODbjetivos € HIPOIESIS. ... . 19
CAPITULO Il. MATERIAL Y METODOS .........ooooiiiiieeee e, 21
DiseNo del @StUdiO. ..o 21
1Y (=] (oTe (o] oo | - T PP 21
Modelo y Descripcion del EStudio. ....... ..o 21
CAPITULO Il. RESULTADOS. ... e 23
CAPITULO IV. DISCUSION.........oooomiiiiii e 25
CAPITULO V. ANEXO... ... 28

CAPITULO VL. BIBLIOGRAFIA .........oooiiiiiiieie e, 29



INDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografia 1. Microfotografia de Microscopio Electronico de Barrido, donde se
identifica la placa neural invaginandose, y el acercamiento de los pliegues para
lograr el cierre del tubo neural en embridn de pollo.............ccoiiiiiiiiiiiiin, 4

Fotografia 2. Teoria de los Multisitios de Cierre del Tubo Neural de Van

ALl BN e 5
Fotografia 3 y 4. Mielomeningocele Sitio 1........ ..., 7
Fotografia 5. Anencefalia Sitio 2. 9

Fotografia 6. Encefalocele Occipital sitio 4., 10



INDICE DE FIGURAS

Figura I. Ciclo metabdlico del folato..........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiin,

Figura Il. Estructura quimica del acido félico y sus componentes



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Distribucion genotipica y frecuencias alélicas para el polimorfismo
677C>T entre madres de casos y CONtroles. ..........oovviiiiiiiiiiiiieeaa 23

Tabla 2. Distribucidn genotipica y frecuencias alélicas para el polimorfismo 1298
A>C entre madres de casos y CONtroles............ooviiiiiiiiiii e, 23

Tabla 3. Razén de momios en la distribucion genotipica y frecuencias alélicas
para el polimorfismo 677C>T entre madres de casos y controles................... 24



RESUMEN

La etiologia precisa de los defectos del tubo neural no se conoce
exactamente. Existe mucha evidencia que sugiere que las mutaciones en el gen
de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) son factores de riesgo para
defectos del tubo neural en varias poblaciones.

En este estudio de casos y controles, analitico comparativo transversal, se
evalua la asociacion entre los polimorfismo materno C677T y C1298A del gen de
la MTHFR en madres con hijos afectados con defectos del tubo neural en el
Instituto Nacional de Perinatologia.

Se obtuvieron muestras sanguineas de 139 casos y 83 controles para
determinar el genotipo materno, el cual fue sometido a analisis.

Se encontré que en relacion al polimorfismo de 677C>T hay en el caso del
genotipo de heterocigotos un riesgo incrementado de defectos del tubo neural
(OR de 2.95 IC 1.99-3.90), asi mismo se encontrd un riesgo incrementado para
homocigotos para DTN (OR de 2.88 IC 1.91-3.84).

El riesgo se incrementa de forma similar tanto para las madres
heterocigotos (CT) como para las homocigotos (TT), lo cual determina la relacion
importante del genotipo materno para la presencia de hijos con DTN sin la
suplementacion de acido félico

En relacién a estos resultados cabe senalar la importancia que tiene la
ingesta adecuada de acido félico periconcepcional por la poblacidn mexicana
debido a la importante asociaciéon del polimorfismo 677C>T que determina la
disminucién de la actividad de la enzima MTHFR.



CAPITULO I. INTRODUCCION.

Los defectos congénitos constituyen una de las principales causas de
mortalidad y morbilidad en los recién nacidos. La incidencia y prevalencia de los
defectos al nacimiento representa un problema de salud no solo en la Republica
Mexicana, sino en el mundo, en donde se reporta aproximadamente 1 de cada 50
recién nacidos vivos y 1 de cada 9 recién nacidos muertos. (1). Los defectos en el
cierre del tubo neural (DTN) constituyen uno de las principales defectos
congénitos en México.

Los defectos del tubo neural son de las malformaciones congénitas mas
comunes afectando 0.6 por 1000 nacidos vivos en los Estados Unidos (2), existen
numerosos reportes de la incidencia de estos defectos por ejemplo: en Nueva
Escocia el reporte es de 1-2/1000 nacimientos (3). En nuestro pais, los DTN
ocupan uno de los primeros lugares en las incidencias, reportadas en estudios
epidemioldgicos siendo de 8-10/1000 recién nacidos vivos. Para un corte al mes
de agosto del 2000, el registro epidemioldgico indica que en el estado de Puebla
se reporta 170 casos que corresponde a 13.7/1000 recién nacidos vivos, en
segundo lugar el estado de México con 115 casos que corresponde al 3.7/1000
recién nacidos vivos, en tercer lugar Veracruz con 42 casos que corresponde al
2.7/1000 recién nacidos vivos, siguiendo Oaxaca con 33 casos que corresponde al
4/1000 recién nacidos vivos y San Luis Potosi con 33 casos siendo el 6.2/1000
recién nacidos vivos. (1)

Los defectos del tubo neural incluyen toda anomalia congénita que implica
una falla en el cierre del tubo neural o una reapertura entre la segunda y la quinta
semana del desarrollo, afectando tanto la formacién del sistema nervioso como del
craneo y la columna. El defecto puede presentarse en varios puntos de la linea
media dorsal siendo una alteracidon de la neurulacion primaria y secundaria
durante la tubulacién embrionaria.

FORMACION DEL TUBO NEURAL.

Durante la segunda semana, el esbozo del sistema nervioso central en el
humano aparece en el embrion presomitico, debido a que el complejo
cordomesodermico u organizador primario esta constituido por mesodermo
regionalizado de la siguiente manera:

a) axial o notocordal, b) cefalico o placa precordal, y c) somatico o paraxial, que
liberan evocadores que lo inducen a diferenciarse.

Los evocadores son sustancias quimicas que actuan como hormonas
morfogenéticas y son las responsables de inducir al neuroectodermo, situado en el



centro del ectodermo superficial, sobre el complejo cordomesodermico a
diferenciarse en la placa neural y mas adelante en el surco y el tubo neural.

Cuando se forma la placa neural cambia la distribucién de las moléculas de
adhesividad celular o CAMs de la superficie de las células ectodérmicas
localizadas en la membrana plasmatica y la adhesidon es mediada por Calcio. En el
epiblasto se expresan N-CAM y L-CAM antes de la induccién primaria. Cuando se
diferencian las células neuroepiteliales pierden el L-CAM y conservan el N-CAM.

(4)

Las células neuroepiteliales que al principio del desarrollo eran cuboides,
tienen en su citoplasma microtubulos y microfilamentos dispuestos al azar.
Cuando son inducidos por el organizador primario para formar la placa neural, las
células se vuelven columnares por que los microtubulos se colocan paralelos al
eje mayor de las células neuroepiteliales. Los microfilamentos de actina se
colocan en el apice de las células y se unen a desmosomas por medio de una
proteina llamada espectrina. Por contraccion de los microfilamentos, se reduce
poco a poco el apice de las células como si se tratara de la jareta de una bolsa de
tabaco y se forman el surco y los pliegues neurales que intentan unirse para
formar cerrarse y formar el tubo neural. Cabe sefialar que los pliegues neurales al
acercarse presentan un rechazo y se dirigen lateral a la linea media para
desprenderse del tubo neural y constituir las crestas neurales.

Se han estudiado una serie de factores que participan en la diferenciacion
del sistema nervioso central. Entre estos se encuentra la nogina y la cordina,
producidas por la notocorda que determinan la diferenciacién del prosencéfalo o
cerebro anterior en presencia del factor de crecimiento fibroblastico 8. Su accion
consiste en inhibir la accion de las proteinas morfogenéticas 6seas 4 y 7 que
inducen al ectodermo a formar neuroectodermo, en donde se expresan antes de la
diferenciacion de la parte dorsal y central, los genes Pax3, Pax7, Msx1 y Msx2. (4)

Las proteinas morfogenéticas 6seas 4 y 7 inducen la expresion del gen slug
en el ectodermo de las crestas neurales y los genes Pax3 y Pax7 en la mitad
dorsal del tubo neural.

El gen sonic hedgehog (Shh) que libera un factor de transcripcidon
notocordal, determina la formacioén de la placa del piso del tubo neural en el que
también inhibe la expresion de los genes Pax3 y Pax7 en la parte ventral del tubo.
En esta region se manifiesta la accion del gen Pax6. (4)

La activina participa en el desarrollo de las estructuras axiales e induce la
flexion del embrién hacia el lado izquierdo al inhibir la accién del Shh.
Indirectamente el gen nodal genera un factor de crecimiento que interviene en la
formacion de la linea primitiva y el nédulo de Hensen de donde se forma la



notocorda y simultdneamente provoca la flexion hacia la izquierda del tubo
cardiaco y del cuerpo del embrién en conjunto.

El factor nuclear hepatico-3B es indispensable para que se diferencie el
nodulo de Hensen, la notocorda, las estructuras de la linea media craneales al
nodulo, la placa del piso y para que inicie su funcion el nédulo. En ausencia de
este no existe notocorda ni placa del piso en el tubo neural.

El gen T que determina el movimiento de las células del mesodermo de la
linea primitiva para formar la notocorda es otro de los factores importantes en el
desarrollo de la cabeza del embrion, el gen Lim-1 detectado en el nédulo de
Hensen y después en la placa precordal participa en la induccién de la cabeza del
embridn desde el prosencéfalo hasta la segunda rombomera asi mismo participan
el gen goosecoide y el cerebrum. (4)

Los genes engrailed1 y 2 participan en la diferenciacion del mesencéfalo y
el cerebelo. EI Wnt 1 y 2 se expresan desde el diencéfalo en forma difusa y débil,
en el mesencéfalo y de la rombomera 3 a la 8 que abarcan del cerebelo a la
medula espinal, Wnt 7 participa en la diferenciacién de los hemisferios cerebrales
y el diencéfalo. El grupo de genes homeoticos, homeoboxes u Hox como los Hox-
a y Hox-b intervienen en la diferenciacion de las rombomera 3 a la 8 y la
segmentacion de las mismas. El gen Krox 20 cuya proteina tienen dedos de Zinc
(zinc-finger), regula la expresién de los genes Hox junto con el acido retinoico. (4)

NEURULACION PRIMARIA.

Es la formacién del tubo neural, por el plegamiento de la placa neural. El
proceso concluye con el cierre de los neuroporos.

La placa neural tiene contorno piriforme, debido a que la regién cefalica es
mas amplia que la caudal. A los lados de la placa neural hay dos bandas de
neuroectodermo, que dan origen a las crestas neurales que hacia el lado externo
estan en contacto con el ectodermo superficial.

La placa neural es un epitelio engrosado, constituido por células
columnares, que tienen su nucleo colocado a diferentes niveles y sus membranas
son muy delgadas.

Cuando la placa neural, engrosada, se invagina en sentido longitudinal,
desde la region dorsal del embridn y toma el aspecto de una zapatilla, el surco
neural se profundiza sobre todo en la parte media del embrion y sus bordes se
acercan. Al principio de la cuarta semana en el embridon con 7 pares de somitas,
sus bordes se unen y empiezan a formar el tubo neural a la altura del cuarto al
sexto par de somitas. (Fotografia 1)



El tubo neural continua su cierre, al mismo tiempo, hacia la region cefalica y
a la caudal, como si dos cierres de cremallera avanzaran en sentido contrario, este
proceso se da en esta primera zona de cierre que empieza de la cuarta a la sexta
somita cervicales y hasta las primeras lumbares.(Fotografia 2)

La segunda se produce a partir de la futura fontanela frontoparietal y
avanza también en ambos sentidos, abarca entre la region frontal y la parieto-
occipital.

La tercera corresponde al cierre del neuroporo anterior que se procede en
sentido craneo caudal.

La cuarta empieza a nivel de las primeras somitas cervicales, donde
concluye el cierre de la primera, avanza en sentido craneal y concluye en la
fontanela parieto-occipital que es el lugar en donde termina el cierre de la segunda
zona.

La quinta corresponde al cierre del neuroporo posterior que se produce en

sentido caudocraneal y termina en la regién lumbar en donde concluye el cierre de
la zona uno.

MULTISITIOS DE CIERRE DEL TUBO NEURAL




En la etapa de diez pares de somitas, el cuarto par corresponde a la parte
cervical de la medula espinal: por lo que aproximadamente las dos terceras partes
de esbozo del SNC originan las vesiculas cerebrales y el tercio caudal la medula
espinal.

Las ultimas partes del tubo neural que se cierran son el neuroporo anterior
y el posterior. El neuroporo anterior se cierra el dia 24, en la etapa de 20 somitas y
el neuroporo posterior el dia 26 en el embridon de 25 somitas; de manera que al
final de la cuarta semana, termina el cierre del tubo neural.(neurulacion primaria)

(4).
NEURULACION SECUNDARIA.

El neuroporo posterior se cierra en la parte subterminal en la placa neural y
en la parte final del tubo neural se lleva a cabo la neurulacién secundaria, que
consiste en la canalizacion y cavitacion directa del tejido sélido de la placa neural,
que constituye la formacion de la luz o canal neural en la parte del cono terminal,
el cual se elonga en relacion al crecimiento de la columna. Cuando esta parte de
la placa neural se invagina, queda cubierto por ectodermo igual que el resto del
tubo neural. Después por la apoptosis, las células del centro de la placa
desaparecen y por cavitacion se forma la luz del tubo que se continua con la que
se originé durante la neurulacion primaria por invaginaciéon y plegamiento de la
placa neural.

La neurulacion secundaria es muy importante porque se ha observado que
si no se invagina la placa neural en esta zona, se produce la espina bifida
expuesta a nivel lumbosacro.

La parte rostral o anterior, desde un principio mas amplia, por crecimiento
diferencial, origina tres dilataciones separadas por constricciones, que son el
esbozo de las tres vesiculas cerebrales primitivas, el prosencéfalo, el mesencéfalo
y el romboencéfalo que constituyen las dos terceras partes del sistema nervioso
central y el tercio caudal es la medula espinal.(4)

DEFECTOS DEL CIERRE DE TUBO NEURAL.

Los defectos del cierre del tubo neural se pueden originar por la falta del
cierre de los neuroporos de cualquier parte del tubo neural o a falla en la
neurulacion secundaria, causada por una alteracion de la induccion a falta de
respuesta del neuroectodermo o produccion anormal de evocadores provocados
por agentes teratdégenos de diferente naturaleza quimica.

Los defectos del tubo neural (DTN) como anencefalia, encefalocele y
espina bifida abierta o mielomeningocele son los defectos mas frecuentes y mas



catastroficos, estudios en México reportan > 4.8/1000 recién nacidos vivos
presentan DTN. (1)

La espina bifida es el defecto en el cierre de la columna vertebral a nivel
de los arcos neurales, que al permanecer separados producen la raquisquisis por
esquisoplasia de los procesos espinosos. Cuando el defecto es leve se presenta
espina bifida oculta que se relaciona con estigmas cutaneos como el nevo piloso
0 una macula hiperpigmentada.

El seno dérmico raquideo se observa como una foseta en la piel del nifio,
en la parte media de la regidn sacra a nivel del cierre del neuroporo posterior. Con
frecuencia la foseta esta rodeado por pelo y hacia el interior se conecta por medio
de un cordon fibroso con la duramadre no produce alteraciones funcionales.

El meningocele aparece cuando los arcos neurales estan muy separados
en una espina bifida o abarca mas de una vértebra, y se puede herniar las
meninges y originar una espina bifida con meningocele, en general esta cubierto
por piel o por una membrana delgada. Los meningoceles muy voluminosos en
general se ulceran y se perforan antes o después del nacimiento y por esa fistula
se pierde liquido cerebroespinal y entran microorganismos que pueden producir
meningitis. La region lumbosacra es la zona en la que se localizan la mayoria de
los meningoceles seguida por la cervical y en menor proporcion en otras regiones.

Mielomeningocele o meningomielocele es un tipo de espina bifida
quistica en la que la medula espinal y las raices e incluso los ganglios raquideos
se encuentran dentro del meningocele (Fotografia 3 y 4) lo que provoca que por
debajo de la zona de la alteracion el nifio pierde inervacion sensitiva y motora. Los
musculos se inmovilizan el nifio no puede caminar, el esfinter anal o el vesical o
los dos estan paralizados, hay incontinencia y anestesia en silla de montar. La
posicion en la que se encuentra con mayor frecuencia es la lumbar y es mas
comun que el meningocele. Su incidencia varia en relacion a los diferentes paises
como por ejemplo en la India 6/1000, en Estado Unidos 1/1,000, en la Gran
Bretafia 1.5/1000 en el mundo 2.6/1,000.

Mielosquisis o mielomeningorraquisquisis. Es una espina bifida
expuesta en la que la médula espinal permanece en la posicion primitiva de
la placa neural, como una capa gruesa de neuroepitelio que no se pliega.

Su origen puede ser una alteracién en la neurulacién primaria, en la
que la distribucion primitiva, al azar, de los microtubulos y los
microfilamentos se conserva, en lugar de que los microtubulos se colocan



en sentido paralelo al eje mayor de las células neuroepiteliales y los
microfilamentos en el apice, lo que determina que éste reduzca su
diametro, se acerquen los bordes o pliegues neurales para formar el surco
y después el tubo neural.

Otras causas podria ser, que el neuroporo posterior permanezca
abierto después de la cuarta semana, en que habitualmente se cierra o una
falla de la neurulacién secundaria por la cual, la parte de la placa neural
localizada en posicion caudal al neuroporo posterior permanece en la
superficie dorsal del embrion, en lugar de invaginarse y después
canalizarse por apoptosis.

Dependiendo de la posicién y de la extension de la mielosquisis, se
producen diferentes grados de alteraciones neuroldgicas, entre las que se
encuentra la pérdida de la sensibilidad cutanea y la paralisis parcial o total
de los musculos esqueléticos, la anestesia en silla de montar, la paralisis
del esfinter anal y del vesical o sélo uno de los dos.

Anencefalia con acranea. Junto con el meningoencefalocele son las
anomalias del cerebro mas frecuentes (Fotografia 5) se debe a la falta de
cierre del neuroporo anterior en la cuarta semana del desarrollo en el sito
2. Este defecto incluye del 50 al 65% de todos los DTN.

En la anencefalia se diferencian de manera rudimentaria los nucleos
basales del encéfalo y del tallo cerebral, pero como el craneo es bifido y
existe una acrania y por lo tanto excencefalia, los hemisferios cerebrales al
estar en contacto con el liquido amniotico el tejido de la corteza degenera.

Todos los nifios anencéfalos mueren; aproximadamente el 50% en
etapa prenatal, la mayoria dentro de las 48 horas postnatales y en los que
tienen el craneo cerrado han sobrevivido hasta cerca de 2 meses. Es
frecuente que Ila anencefalia se asocie con mielosquisis vy
mielomeningocele. Como el nifo no puede deglutir debido a la alteracién
tan profunda del cerebro, se produce polihidramnios y el nacimiento es
prematuro.

Es de mayor incidencia en el primer embarazo, y se presenta en una
proporcion de 2-3:1 en mujeres con respecto a los varones, lo que
concuerda con una anomalia multifactorial, en la que intervienen factores



genéticos y ambientales, como la situacién geografica o contaminantes
que se encuentran en estas zonas, deficiencias nutricionales,
especialmente acido folico o bien hipertermia materna o exposicion a
farmacos potencialmente teratégenos, entre otros. Por ejemplo, en Belfast
y Dublin en Irlanda del Norte se encuentra la frecuencia mayor que es de
10/1000 comparado con el resto del mundo es de 3/1000.

En los casos en donde la boveda craneana persiste y se presenta
craneosquisis con salida de tejido encefdlico junto con meninges se
produce un meningoencefalocele, que puede ser occipital, interparietal o
frontal y dependiendo del sitio en el que se encuentre se producen
diferentes tipos de dano cerebral, que provocan la muerte de los nifios si es
extenso. Si ademas del encéfalo y las meninges se proyecta en la hernia
parte de los ventriculos laterales se desarrolla un
meningohidroencefalocele y es mas grave el defecto. En conjunto los tres
defectos se presentan en 0.5/1000 recién nacidos.

En algunos nifios que presentan mielomeningocele el craneo no se
osifica bien en la parte interna de los huesos planos de la béveda craneal
que se deprimen. A este defecto se le conoce como craneolacunia.

El encefalocele occipital es menos frecuente y letal provocando
microcefalia por salida de tejido encefalico por el sitio de apertura el sitio en que
no cierra en este caso se encuentra en los sitios 3 y 4 de los sitios de multicierre.
(Fotografia 6)

En cuanto al origen de los defectos del tubo neural incluye tanto factores
genéticos y ambientales, que interactuan para precipitar dicha alteracion, en el
95% no existen antecedentes o historia familiar de esta alteracién, pero hay casos
con patrones de herencia mendeliana especifica por lo que el riesgo de
recurrencia es mayor. El defecto se puede presentar en forma aislada o ser parte
de un sindrome con otros defectos asociados y el patron genético difiere con los
casos aislados. Hay casos hereditarios con patron autosomico recesivo donde el
riesgo de recurrencia para un segundo hijo es alto (25%), son pocos los casos
ligados al cromosoma X recesivo donde se afectan los varones en un 50% vy la
presencia de DTN en trisomia 18 se ha detectado en el 10% de los casos.(1)

Entre los factores ambientales se han identificado: diabetes materna,
exposicion a anticonvulsivos e hipertermia materna en el primer trimestre y el
déficit de acido félico



Debido a la complejidad etiologica del DTN la identificacion de los genes
directamente involucrados en la determinacion de la susceptibilidad a estas
malformaciones ha sido muy dificil (5). En estudios clinicos y experimentales
recientes se ha asociado el consumo de acido folico para la prevencion de DTN
por lo que han surgido varios estudios hacia la investigacion para determinar el
efecto protector de esta vitamina B. (6,7)

La suplementacion de acido félico ha disminuido la incidencia de los DTN
en un 70%, y ha hecho que se estudien los genes directamente involucrados en el
metabolismo del acido félico: como el gen de la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) con dos polimorfismo el 677C>T y 1298 A>C, el gen de la metionin
sintetasa (MTR) con el polimorfismo 2576 A>G, de la metionina sintetasa
reductasa (MTRH) con el polimorfismo 66 A<G ,de la cistationina-B-sintetasa
(CBS) con el polimorfismo 844ins68 y 699C>T, de la transcobalamina Il (TCIl) con
sus polimorfismos 776C>G y 67 A>G, acarreador de folato reducido-1 (RFC1) con
su polimorfismo 80G>A, de la paraoxonasa-1 (PON-1) con su polimorfismo 575
A>G y 163T>A y de la betaina homocisteina metiltransferasa (BMHT) con su
polimorfismo 742G>A. (8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24)

La enzima conocida como 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR),
interviene en el metabolismo del acido fdlico en la conversion de 5,10-
metilentetrahidrofolato a 5 metilentetrahidrofolato, Esta reaccion es importante en
el metabolismo de un carbono para la sintesis de metionina y la inclusion de un
grupo metilo.

Mutaciones que provoquen una reduccion de la actividad de la enzima
MTHFR genera hiperhomocisteinemia, siendo un factor de alto riesgo para
toxicidad celular y dafio endotelial que se asocia a los DTN. Actualmente se
estudian nuevos polimorfismos como causa de los DTN (5,13). Se ha observado
que la presencia de estos polimorfismos en conjunto con factores ambientales o
nutricionales incrementan el riesgo de DTN. (13)

Existen dos polimorfismos comunes asociados a la reduccién de la
actividad de la MTHFR. Una mutacién puntual localizada en el exdn 4 del sitio de
unién de los folatos C677T, convirtiendo una alanina a valina.

En sujetos homocigotos (TT) la enzima se convierte en termolabil con lo
cual pierde de 35 a 50% de su actividad. En sujetos sanos con genotipo (CC) la
actividad de la enzima es normal y los niveles de homocisteina se conservan,
cuando se presenta el genotipo heterocigoto (CT) en individuos sanos los nivel de
homocisteina se incrementan colocandolo como un individuo de riesgo. (6).

Posteriormente se demostré que la termolabilidad de la MTHFR presenta
una herencia recesiva que esta presente en el 5% de la poblacion mundial y en un



17% de los pacientes con enfermedad coronaria, pero existen diferencias
importantes entre los diferentes grupos étnicos. EI cDNA de la MTHFR humana
fue recientemente asilado. La mutacién se encontré en el 38% de individuos
canadienses. El estado homocigoto de la mutacién se observo en un 12% de
estos individuos y correlacioné clinicamente con un incremento plasmatico de la
homocisteina. Evidencias preeliminares indican que la frecuencia de la
homocigocidad de la mutacion C677T varia significativamente de acuerdo al area
geografica. (25).

En Europa del norte, Frosst en 1995 encontr6 una prevalencia de los
genotipos heterocigotos en aproximadamente de 33 al 40% en heterocigotos y de
homocigotos con mutacion del 10% en la poblacion caucasica. (26).

El genotipo TT esta presente en el 12% de la poblacion en general, con
variaciones como ejemplo: 0.3% en americanos, 0.2% en asiaticos, 0.1% afro-
americanos, 0.047% en australianos, 0.066% en africanos y 0.23 en paises
Balticos. (27)

La elevacion de la homocisteina circulante total puede deberse a diferentes
mecanismos alternos de la funcion enzimatica como la deficiencia de acido folico o
habitos como el tabaquismo, alcoholismo y la edad avanzada. La interrelacién
entre el estado vitaminico y la homocisteina plasmatica fue descrita por primera
vez por Kang, quien demostrdé una relacion inversa entre la homocisteina y las
concentraciones plasmaticas e intraeritrocitarias de folatos, existen multiples
estudios que demuestran esta relacién. (25)

En un reciente estudio se demostré la interrelacidn entre el genotipo de la
termolabilidad de MTHFR y el estado nutricional de folatos. Cuando las
concentraciones de folato eran altas, los niveles plasmaticos de homocisteina eran
bajos y no existia relacion con el genotipo de la MTHFR. Sin embargo, cuando la
concentracion de folatos era baja, los niveles plasmaticos de homocisteina eran
mas altos en los homocigotos de la mutacion 677CT que en aquellos con genotipo
normal, con esto se puede concluir que la expresion fenotipica de los genotipos de
la MTHFR es dependiente de la disponibilidad de folatos.

El otro polimorfismo de la enzima MTHFR A1298C se encuentra en el exén
7 cambiando una glutamina a alanina disminuyendo la funcién de la enzima, esta
mutacion se encuentra relacionada con problemas renales y defectos del tubo
neural, no tiene relacién con perdida gestacional recurrente (PGR). Existe una
mutacion silente en el gen de la MTHFR, sin efecto clinico que es la T1317C.
(6,27)

Por lo que en algunos estudios se han mostrado que los sujetos afectados
por DTN, sus madres o0 ambos presentan una gran frecuencia alélica de MTHFR



677C>T y una gran frecuencia de homocigocidad de la mutacion 677C>T,
mientras que otros no encontraron dicha asociacion.

En poblacion mexicana se tienen pocos reportes de la prevalencia de los
alelos 677C>T MTHFR, siendo importante su determinacion debido a la alta
incidencia de DTN.

El propdsito de este estudio es evaluar la asociacion entre polimorfismos de
la MTHFR 677C>T y 1298 A>C y el riesgo de DTN en sus hijos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La presencia de polimorfismo del gen de la MTHFR representa un grado de
riesgo en madres y neonatos para el desarrollo de defectos del Tubo Neural.

Los defectos del tubo neural son de las malformaciones congénitas mas
comunes afectando 0.6 por 1000 nacidos vivos en los Estados Unidos (2), existen
numerosos reportes de la incidencia de estos defectos por ejemplo: en Nueva
Escocia el reporte es de 1-2/1000 nacimientos(3). En nuestro pais, los DTN
ocupan uno de los primeros lugares en las incidencias, reportadas en estudios
epidemiologicos, siendo de 8-10/1000 recién nacidos vivos. Para un corte al mes
de agosto del 2000, el registro epidemioldgico indica que en el estado de Puebla
se reporta 170 casos que corresponde a 13.7/1000 recién nacidos vivos, en
segundo lugar el estado de México con 115 casos que corresponde al 3.7/1000
recién nacidos vivos, en tercer lugar Veracruz con 42 casos que corresponde al
2.7/1000 recién nacidos vivos, siguiendo Oaxaca con 33 casos que corresponde
al 4/1000 recién nacidos vivos y San Luis Potosi con 33 casos que corresponde a
6.2/1000 recién nacidos vivos. (1)



MARCO TEORICO.

En los primeros 30s, el grupo de Banting y Best demostré que el motivo
colina de la lecitina fue responsable para prevenir los higados grasos producidos
en perros pancreatectomizados tratados con insulina. Esto fue el primer estudio
que vincula el metabolismo anormal de metilos con la presencia de alguna
enfermedad. Desde entonces, las deficiencias de cada una de las 4 fuentes
dietéticas esenciales de grupos metilo (colina, metionina, vitamina B12 y acido
félico) se han asociado con un riesgo incrementado de numerosas enfermedades.
Las dietas deficientes en colina mostraron incrementar la formacion de tumores
hepaticos en ratas y se encontré que tales dietas frecuentemente conducen a
aterosclerosis.

Aunque la deficiencia de metionina per se no fue ampliamente estudiada,
su antagonista metabdlico etionina causo cancer hepatico asi como toxicidad
pancreatica en ratas. Las deficiencias de vitamina B12 y acido folico han sido
ampliamente asociadas como causa de alteraciones neuroldgicas y defectos
congénitos tanto en humanos como en animales de experimentacion.

En 1969, los errores congénitos del metabolismo condujeron a una
acumulacién del metabolito desmetilado de metionina, la homocisteina, siendo
propuesto como un contribuyente a la aparicién temprana de aterosclerosis.

Los posibles vinculos entre alteraciones quimicamente inducidas en la
metilacion de DNA y el desarrollo de otras enfermedades fueron poco exploradas.
Sin embargo, por 1990, una cadena de casualidad ha sido establecida en
carcinogénesis experimental vinculando la deficiencia dietética de metilos con
insuficiencia metilica in vivo, asi como la metilacion anormal de DNA de genes
especificos. También durante este periodo, la actividad disminuida de la enzima
MTHFR, la cual es responsable para la sintesis actual de novo de grupos metilo,
demostrd asociarse con un riesgo incrementado en el desarrollo de aterosclerosis,
trastornos neuroldgicos y defectos del tubo neural. La aparicion exponencial en
estudios de metabolismo de metilos y la metilacion de DNA desde entonces nos
capacita para examinar aqui la dimensién de como los mecanismo por los cuales
una metilacion anormal parece ejercer efectos toxicos en una enfermedad que
podria aplicarse a otras patologias. (28).

SINTESIS DEL PROYECTO.

Los defectos congénitos o defectos al nacimiento son generados
multifactorialmente durante el desarrollo embrionario en el que estan involucrados
los metabolismos vitaminicos como el del acido félico y el de la vitamina B12
(metabolismo de unidades de un carbono). El folato esta involucrado en dos ciclos:
el primero involucrando la biosintesis de DNA (guanina, adenina y timina), esencial



para la division celular y el segundo, es el ciclo de metilacién (o metabolismo de
un carbono) esencial para la provision de grupos metilo para un amplio rango de
metiltransferasas celulares (28).

El folato es también un importante sustrato en el metabolismo de la
homocisteina. La homocisteina es un aminoacido que contiene azufre, formado
después de la desmetilacion de la metionina que es un aminoacido esencial. La
homocisteina intracelular esta destinada con serina a forma cistationina. Esta
reaccion esta catalizada por la cistationina beta sintetasa (CBS). La cistationina es
entonces convertida a cisteina a través de la via de transulfuracion. La
homocisteina puede también ser remetilada. (Figura 1)

Metionin
sintetasa Metilacion

del DNA
‘ ‘ Homocisteina Metionina_ Crecimiento
Cistationin-B B6-B12 celular.
sintetasa /_\ \ Multiplicacion
Cistationina 5-metil tetrahidrofolato

tetrahidrofolato




Cisteina 5,10 metilentetrahidrofolato
Reductasa MTHFR

5,10 metil-
Tetrahidrofolato

Figura I. Ciclo metabdlico del folato.
Abreviaturas: MTHFR Metilentetrahidrofolato reductasa, B6 piridoxina, B12
cianocobalamina.

Tres vitaminas B estan involucradas en el metabolismo de metionina-
homocisteina: B6 (piridoxal 5 fosfato), B11 (folato) y B12 (cianocobalamina). La
enzima CBS requiere de vitamina B6 como cofactor. La metionina sintetasa
requiere vitamina B12 como co-factor y 5-metil-Tetrahidrofolato como sustrato. El
metil-tetrahidrofolato esta formado por la reduccién de 5-10-metil-tetrahidrofolato
catalizada por la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).

Entonces, la vitamina B6 es importante en la transulfuracion de
homocisteina, mientras que el folato y B12 juegan un significativo papel en la
metilacion de la homocisteina.

La transulfuracién defectuosa asi como los desordenes de la remetilacion
resultaran en niveles incrementados de homocisteina en sangre y orina
(hiperhomocistinemia).

Como el folato es un sustrato importante en el metabolismo de la
homocisteina, se sugiere que un subgrupo de DTN podria se debido a una
alteracion de origen materno en este metabolismo. Mas alla, se piensa que los
niveles de homocisteina podrian dar una exacta medida del status de folato.

La hiperhomocistinemia podria ser el resultado de inadecuada nutricién o
de un error innato del metabolismo.

Es entonces a partir de estos estudios que surgio el cuestionamiento acerca
de si la homocisteina era toéxica para el embrion. Un papel posible de la
homocisteina en la etiologia de DTN fue probada in vitro por cultivo en el dia 10
poscoital pos-implantacion en embriones de rata, en dosis alta (3.6-7.2mM/h) el
indice mitético del epitelio neural y del rombencéfalo asi como la contabilizacion
total fue reducida.

La embriotoxicidad de L-homocisteina y de D-homocisteina fue
estereoespecifica y no causé efectos embriotoxicos (29). La hipovitaminosis A
secundaria a sindrome de malabsorcion periconcepcional y enfermedad renal



puede asociarse a labio y paladar hendido (30,31). Las células embrionarias y
fetales son enteramente dependientes del folato materno, en donde los receptores
de folato median este transporte, asimismo son criticos para el desarrollo del tubo
y cresta neurales (ya que murinos “knock-out” y “knock-down” en estos receptores
resultan en altos porcentajes de defectos de tubo neural y neurocrestopatias).
Asimismo, se cree que la deficiencia de folato esta acompanada por una reduccion
en la capacidad proliferativa de células altamente mitéticas de la cresta y tubo
neural. De hecho, dependiendo en que momento del embarazo estas células
altamente proliferativas son deprivadas de folato, y el origen de las células
afectadas determinara el tipo de dismorfogénesis.

La deficiencia de acido folico que compromete el desarrollo placentario
predispondra a bebes pequefos para la edad gestacional debido a una total
deficiencia de nutrientes y el desarrollo de deficiencia de folato mas tardiamente
en el embarazo podria predisponer a mayor susceptibilidad de las estructuras
derivadas de células crestales (atresia) y defectos de la linea media (anencefalia,
encefalocele, meningocele y espina bifida), defectos del tracto urinario,
malformaciones cardiacas (defectos conotruncales y transposicion de grandes
vasos) asi como hendiduras orofaciales (labio y paladar hendido) este transporte
de folato mediado por receptores puede ser corregido por dosis
suprafarmacolégicas de acido folico, asegurado por difusién pasiva.

El receptor de folato esta expresado no solamente en el tejido placentario
sino también en el tejido embrionario y este receptor es importante en el recambio
de folato en el embridn. Se ha identificado que la interaccién de un elemento de
18pb en cis con un transfactor citosadlico es critico para la traduccién del receptor
de folato en alguna células de mamiferos, asimismo existen evidencias
preliminares de que un oligodeoxinucleotido antisentido al dominio de 18 bases en
el 5-UTR del receptor del RNAm del receptor de folato (cis-elemento) que es
critico para la sintesis de receptor del folato a nivel traduccional produce DTN
cuando se inyecta en sacos amnioticos de embriones cultivados de rata. De
hecho, la administracién periconcepcional de dosis farmacoldgicas de acido félico
podria revertir los DTN y neurocrestopatias a partir de un deficiente receptor de
folato.

Otros estudios también han identificado el entrejuego de suplementos de
acido folico y otros genes; por ejemplo: ratas con delecion homocigotica de genes
de clase homeobox, que codifican para un factor transcripcional que regula “rio-
abajo” y los genes marcados pueden presentar anormalidades craneofaciales y
DTN. Interesantemente, el tratamiento prenatal con acido folico de esos embriones
suprime el desarrollo de DTN.

Estudios en “knock-outs” splotch (Pax-3) también han demostrado DTN
responsivo a folato (32). Entonces, defectos celulares pueden influenciar el
proceso embriolégico en tejidos adyacentes, afectando la cascada entera del



desarrollo craneofacial. Mas alla, la remarcablemente amplia contribucion de
células de la cresta neural al desarrollo de varios tejidos fetales explica por que
aparentemente dispara defectos de desarrollo tales como defectos craneofaciales,
cardiovasculares y del tracto urinario que tienen un origen en comun.

Con base, a lo anteriormente dicho se infiere que el desarrollo normal del
tubo y la cresta neural requiere:

1. Consumo adecuado de acido félico (Figura Il) materno en la dieta.

2. Transporte normal de folato para el cierre de células de tubo neural via
saco endodérmico.

3. Expresion y funcion normal de receptores de folato en placenta y células de
cresta neural en la gestacion.

4. Regulacion coordinada de suficiente receptor de folato para apoyar los
requerimientos de acido folico y capacidad proliferativa de células de cresta
neural durante la embriogénesis.

Refiriendo este estudio al gen de la MTHFR se dice que se produce una
proteina termolabil con actividad enzimatica disminuida, niveles disminuidos
de folato plasmatico y niveles aumentados de homocisteina y cuya
homocigocidad es un factor de riesgo para DTN. Las frecuencias del alelo
mutante asi como la ingesta diaria de acido félico es variable entre poblaciones
(33).

Existen muchos estudios observacionales que han mostrado que el uso
periconcepcional de acido fdlico, solo o en suplementos vitaminicos son
efectivos para la prevencion primaria de DTN asi como hendiduras orofaciales.
(21,29,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44)
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Figura Il. Estructura quimica del acido félico y sus componentes.

Los requerimientos de acido folico ha sido definidos como la cantidad de
ingestion necesaria para prevenir la deficiencia severa con sintomas clinicos.

El folato marcado estable marcado isotépicamente es también usado para
definir el requerimiento de acido folico mas agudamente. Basados en estudios
recientes, La Academia Nacional de Ciencias ha reportado nuevas referencias
para la ingesta de acido fdlico. Esto incluye la estimacién del requerimiento
para grupos de poblacién referido al promedio requerido (45).

Clinicamente se ve significativa que el desarrollo y cierre del tubo neural
toma lugar muy temprano en el embarazo humano. Recientemente se han
identificado genes cuya expresion marca la formacion y regionalizacidon de la
placa neural y que codifica moléculas de adhesion celular o factores de
transcripcion responsables de ello (29).



JUSTIFICACION.

Los defectos congénitos mayores en especial los Defectos del Tubo Neural;
labio y paladar hendido y cardiopatias congénitas entre otros, representan un
grave problema de salud publica que producen serias discapacidades para el
aprendizaje asi como desajuste psicosocial, el conocer el origen de estos
problemas nos permite generar medidas preventivas para disminuir su incidencia.

OBJETIVOS E HIPOTESIS.
Objetivo.

Determinar los polimorfismos C677T y A1298C del gen de la MTHFR en
madres con recién nacidos u 6bitos con Defecto del Tubo Neural en el Instituto
Nacional de Perinatologia.

Objetivo General: Determinar si los polimorfismos C677T y A1298C del gen
de la MTHFR en las madres con hijos con DTN es mayor que en madres con hijos
sanos.

Objetivo Especifico:
Determinar la frecuencia de polimorfismos C677C y A1298C del gen de la
MTHFR en las madres con recién nacido con DTN.
Determinar la frecuencia de polimorfismo C677C y A1298C del gen de la
MTHFR en madres con recién nacidos sanos.

Hipotesis.
La proporcién de polimorfismo en C677T y A1298C del gen de la MTHFR

en madres con recién nacidos con DTN es mayor que en madres con recién
nacidos con hijos sanos.



CAPITULO Il. MATERIAL Y METODOS.
DISENO DEL ESTUDIO.

Tipo de Investigacion: Observacional.

Tipo de Diseio: Casos y controles.

Caracteristicas del estudio:
En Relacién con El Método de Observacién: Analitico.
En Relacion al Tipo de Analisis: Comparativo.
En Relacion a la Temporalidad: Transversal.

METODOLOGIA.

Lugar y Duracion: Instituto Nacional de Perinatologia.
Duracion de 18 meses.

Universo, Unidad de Observacion, Métodos de muestreo Y Tamaio de la
muestra.
Universo: Madres atendidas en el Instituto Nacional de Perinatologia cuyo
recién nacidos presenta DTN.
Métodos de muestreo: No probabilistico de casos consecutivos.
Unidad de observacion: Madres con recién nacidos u 6bitos con DTN.

Criterios de Inclusién y exclusion.

Criterios de inclusion:

Casos: pacientes cuyos neonatos presentaron un defecto tubo neural,
previa valoracion por el servicio de neonatologia y genética.

Controles: pacientes con neonatos sanos, previa valoracion de
neonatologia y genética.

Que durante la etapa periconcepcional las pacientes no tomaron acido
félico o multivitaminicos.

Pacientes que aceptaron participar en el estudio y que firmaron la hoja de
consentimiento informado

Criterios de no inclusién: pacientes que no aceptaron participar en el
estudio.



Recoleccion de Datos.

Se dio un cuestionario a las madres, en donde dieron su consentimiento
a participar en el estudio.

Se tomo una muestra de sangre venosa periférica tanto para los casos
como los controles marcando los tubos adecuadamente, para
determinar el genotipo materno, la sangre fue obtenida de la vena
antecubital usando el sistema de vacutainer, las muestras se
almacenaron en tubos con EDTA y se mantuvieron en refrigeracién a
cuatro grados centigrados y fueron centrifugados para separar el buffy-
coat que se mantuvo congelado -70 grados centigrados hasta la
extraccion de DNA y correr la técnica de PCR-RFLP para determinar el
genotipo.

ASPECTOS ETICOS.
Investigacion con riesgo mayor al minimo. (Se anexa carta de
consentimiento informado).

PLAN DE ANALISIS.
Analisis estadistico.

Se realiz6 una comparacion de la distribucion de caracteristicas generales,
asi como la distribucién alélica y el genotipo materno del polimorfismo de
MTHFR 677C>T y 1298 A >C entre casos y controles.

Se uso una regresién logistica, con un andlisis bivariado para evaluar la
asociacion entre los genotipos maternos y los DTN calculando los Odds Ratio
correspondientes. Para poder estimar con precision se calcularon los intervalos

de confianza (IC) al 95%.

Todos los datos fueron analizados en el programa estadistico Stata 7.



CAPITULO lll. RESULTADOS

Se lleva acabo el analisis molecular del polimorfismo 677C>T y 1298 A>C
por la técnica de PCR-RFLP en 136 pacientes para el polimorfismo 677C>T, con
86 casos y 50 controles; para el poliformismo1298 A>C se realizo en 86 pacientes
con 53 casos y 33controles.

La distribucién del genotipo para el polimorfismo de 677C>T en la poblacion
control se encontré semejante a la reportada por Hardy-Weinberg (P=0.55). La
distribucion del genotipo y las frecuencias alélicas fueron significativamente
diferentes entre los casos y los controles, asi que en los madres que fueron casos
la frecuencia del alelo 677CT y el genotipo 677TT fue mayor que en el caso de
madres que fueron los controles. (Tabla 1)

Tabla 1. Distribucién genotipica y frecuencias alélicas para el polimorfismo
677C>T entre madres de casos y controles.

Variable Casos % Controles % P
n= 86 n=50
Genotipo
CcC 11 12.8 15 30
CT 39 45.3 18 36
TT 36 41.9 17 34 <0.05
Alelo C 61 35.46 48 48
Alelo T 111 64.54 52 52 <0.05

En relacion al polimorfismo 1298 A>C no hubo diferencia significativas entre las
madres con hijo afectado y los controles considerando tanto la frecuencia alélica
como la distribucion del genotipo. (Tabla 2.)

Tabla 2. Distribucion genotipica y frecuencias alélicas para el polimorfismo 1298
A>C entre madres de casos y controles.

Variable Casos % Controles % P
n=53 n= 33

Genotipo

AA 42 79.2 26 78.8

AC 10 18.9 6 18.2

cC 1 1.9 1 3 >0.05

Alelo A 94 88.68 58 87.88

Alelo C 12 11.32 8 12.12 >0.05




Se encontré que en relacion al polimorfismo 677C>T hay en el caso del
genotipo de heterocigotos (CT) un riesgo incrementado de defectos del tubo
neural (OR de 2.95 IC 1.99-3.90), asi mismo se encontrd un riesgo incrementado
para homocigotos (TT) para DTN (OR de 2.88 IC 1.91-3.84). (Tabla 3)

Tabla 3. Odds Ratio en la distribucion genotipica y frecuencias alélicas para el

polimorfismo 677C>T entre madres de casos y controles.

Variable Casos Controles Odds Ratio IC
95%
Genotipo.
CcC 11 15 1
CT 39 18 2.95 (1.99-3.90)
1T 36 17 2.88(1.91-3.84)
El riesgo se incrementa de forma similar tanto para las madres

heterocigotos (CT) como para las homocigotos (TT), lo cual determina la relacién
importante del genotipo materno para la presencia de hijos con DTN sin la

suplementacién de acido folico. (Tabla 3)



CAPITULO IV. DISCUSION.

Los resultados en este estudio indican que tanto la heterocigocidad y la
homocigocidad materna para el alelo 677C>T esta asociado con un gran riesgo de
defectos del tubo neural en la descendencia.

No se encontré una asociacion positiva entre la homocigocidad y la
heterocigosidad materna para el alelo 1298 A>C en el riesgo de defectos del tubo
neural o cuando se considero el genotipo 677C>T/1298 A>C.

La heterocigosidad para el polimorfismo de la MTHFR que esta presente en
el 36% asi como la homocigocidad presente en el 34% de la poblacién incrementa
el riesgo de presentar malformaciones del tubo neural en la descendencia.

Nuestros resultados se apoyan con estudios reportados en la bibliografia
mundial como es el caso que la combinacién de los genotipos CT y TT son
responsables del 26% de los DTN en Irlanda (3).

Asi mismo nuestro estudio apoya ya estudios previos como los realizados
por Hon en 1999 hasta los realizados por Peadar en donde confirmamos
efectivamente que el polimorfismo 677C>T en esta poblacidn homocigoto y
heterocigoto son los causantes de DTN y sirven como factores de riesgo
importantes (5, 13, 20, 21, 24,3) asi mismo, aqui entra un punto importante que
tanto los polimorfismos junto con factores ambientales o nutricionales incrementan
el riesgo de DTN (6, 7, 13,15).

En relacion con la mutacion 677C>T, nuestros resultados coinciden con los
reportados en la poblacion mexicana por Martinez Villarreal (23) pero llama la
atencion la diferencia que se muestran en los estudios de Davalos (48) y por
Gonzales (49) quienes no encontraron una asociacion entre esta mutacion y el
riesgo de anencefalia (DTN) lo mismo se mostré en los estudios de Barber quien
uso poblacion de origen hispanico (14), por lo que con estos resultados surge
gran parte de la controversia en relacion a esta mutacion 677C>T y la presencia
de DTN; una parte de estos resultados diferentes van en relacion al uso de
diferentes metodologias estadisticas, en algunos estudios se agrupan los DTN en
general y en otros defectos especificos como es el caso de anencefalia como en el
estudio de Gonzales.

En estudios clinicos y experimentales recientes se ha asociado el consumo
de acido fdlico para la prevencién de DTN por lo que han surgido varios estudios
hacia la investigacion para determinar el efecto protector de esta vitamina B (6,
7,15).

Existen muchos estudios observacionales que han mostrado que el uso
periconcepcional de acido folico, solo o en suplementos vitaminicos son efectivos



para la prevencion primaria de DTN asi como hendiduras orofaciales de un 65% a
un 75%. (7,21,29,33,34,35,36,37,38,39,40, 41,42,43,44,46,47).

En algunos estudios evaluan el efecto del genotipo de los padres,
especialmente el de la madre como factor de riesgo para DTN; con algunos
autores se investigo el efecto protector del acido félico para prevenir la falla del
cierre del tubo neural y esto depende fundamentalmente del uso del acido félico
por el embridn

Las controversias existentes entre el polimorfismo 677C>T y los DTN
revelan lo complejo de la etiologia de estas malformaciones en donde se dan
interacciones, genéticas, ambientales y nutricionales que todas en conjunto
determinan la aparicién de estas malformaciones.

En cuanto al polimorfismo 1298 A>C nuestros resultados concuerdan con la
mayoria de los resultados de la literatura como en los estudios de Barber (14) los
resultados obtenidos por Van der Put donde la combinacién de los dos
polimorfismo 677C>T/1298 A>C genera el mismo riesgo que si presentaran
homocigocidad para el mismo alelo y se registra en poblaciéon caucasica como
riesgo para DTN (20), dada la baja prevalencia del polimorfismo 1298 A>C en la
poblacion de estudio no fue posible encontrar esta asociacion.

En relaciéon a estos resultados cabe senalar la importancia que tiene la
ingesta adecuada de acido félico periconcepcional por la poblacidn mexicana
debido a la importante asociacién del polimorfismo 677 C>T que determina la
disminucién de la actividad de la enzima MTHFR por lo cual la saturacion del
sistema por el acido folico incrementa la utilizacién de la enzima estabilizando el
sistema y disminuyendo la homocisteina como principal toxico para el desarrollo
embrionario.

El acido félico ha sido recomendado desde 1992 por la CDC (Control
Disease Center), en 1999 se lanza una campana en Estados Unidos con la
indicacion de consumir 400mcg (0.4mg) a toda mujer en edad fértil, sin embargo
aun en 2001 en una campafa realizada para saber si la poblacion estaba
informada sobre los efectos benéficos y preventivos del consumo del acido folico,
se reporta que solo una de cinco mujeres conocian con exactitud de los efectos
en su consumo.

Por lo que la recomendacion en México del uso del acido fdlico
periconcepcional y muy probablemente desde la adolescencia como medida de
prevencion inicia desde 1998 lo cual consideramos al paso del tiempo se tendra
una reduccion en la incidencia de los DTN.



Los hallazgos hechos en este trabajo tiene 2 implicaciones importantes:

1. MTHFR 677C>T con genotipo homocigoto y heterocigoto necesitan ser
considerados como factores de riesgo.

2. La poblacion mexicana ante las deficiencias nutricionales y vitaminicas y la
presencia del polimorfismo incrementa su riesgo por lo que el programa de
suplementacién nacional se vera beneficiada y esperamos una reduccion
importante del nacimiento de nifios con DTN.

Por lo que nuestro estudio aporta nuevos datos que impactaran en los
programas de Salud Publica y Epidemiologia en nuestro pais para prevenciéon de
DTN con la administracion de acido folico en todas las mujeres en edad fértil muy
probablemente desde la adolescencia partiendo del hecho que la incidencia y
prevalencia de los defectos al nacimiento representan un gran problema de salud
tanto en la Republica Mexicana como en el mundo y por lo tanto aumentar la
cultura en salud para la prevencion.



CONCLUSIONES.

1.

Los resultados muestran un incremento de dos veces el riesgo para DTN
en madres con genotipo heterocigoto y homocigoto (CT y TT) para el
polimorfismo 677 C>T del gen de la metilentetrahidrofolatoreductasa.
(MTHFR)

La prevalencia del alelo mutado del polimorfismo 677C>T presentd en los
casos un 64.5% contra el 52% en los controles con una p <0.05%.

La prevalencia en la poblacion de estudio tanto en los casos como en los
controles el polimorfismo 1298 A>C solo en el 11% casos y 12% controles
con un p>0.05%.

Con base a estos resultados consideramos de fundamental importancia la
administracién periconcepcional de acido folico en dosis base de 0.4mg en
dosis diaria 3 meses antes del embarazo y durante el primer trimestre del
embarazo donde los niveles de homocisteina deben ser disminuidos en
forma importante como factor de riesgo para generar DTN.



Instituto Nacional de Perinatologia Presentacion de Tesis.

ANEXO 1. HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estimada Paciente:
PRESENTE.

En el Instituto Nacional de Perinatologia, estamos realizando un estudio para determinar el
polimorfismo C677T y C1298A del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa en madres con hijos
afectados con defectos del tubo neural que durante la etapa periconcepcional no hayan tomado
acido folico o multivitaminicos. Para determinar este polimorfismo se obtiene el genotipo materno,
es decir el DNA materno para su estudio tanto de madres que haya presentado su hijo defectos del
tubo neural o madres con hijos sanos.

Los defectos del Tubo neural incluyen toda anomalia congénita que implica una falla en el
cierre del tubo neural o una reapertura entre la segunda y la quinta semana del desarrollo,
afectando tanto la formacién del sistema nervioso como del craneo y la columna. Representa un
problema de salud no solo en la Republica Mexicana, sino en el mundo, en donde se reporta
aproximadamente 1 de cada 50 recién nacidos vivos y 1 de cada 9 recién nacidos muertos. Entre
los defectos del tubo neural se encuentran la anencefalia, encefalocele y espina bifida abierta o
mielomeningocele siendo estos, los defectos mas frecuentes

En el presente estudio se tomara una muestra sanguinea de sangre venosa de su
antebrazo, para la extraccion de DNA y se aplicara la técnica de PCR-RLP para determinar su
genotipo, el trabajo de investigacion no implica riesgos adicional en usted y se considera que el
riesgo es minimo.

Declaro que estoy de acuerdo en participar en este estudio cuyos objetivos, procedimientos,
beneficios y dafios se me han explicado detalladamente, asimismo he tenido la libertad de hacer
las preguntas necesarias para aclarar mis dudas. Los investigadores me han ofrecido aclarar
cualquier duda o contestar cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no hubiese
expresado o surja durante el desarrollo de la investigacién. Se me ha manifestado que puedo
retirar mi consentimiento de participar en cualquier momento sin que esto signifique que la atencién
médica que se me proporciona se vea afectada por este hecho.

Se me ha informado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la
atencién médica que se me deba brindar y que toda informacién que se otorgue sobre mi identidad
y participacion sera confidencial. De no aceptar, tenga la seguridad de que usted seguira
recibiendo el tratamiento oportuno y apropiado que sea necesario para su mejoria clinica asi como
todos los recursos necesarios para su mejoria. En caso de aceptar, le solicitamos firmar el
presente documento y de existir alguna duda con respecto al contenido del mismo, estamos a su
disposicion la Dra. Maria Emilia Guerra Garcia en la extension 144 de esta unidad hospitalaria para
aclarar las inquietudes que al respecto genere el presente estudio.

NOMBRE Y FIRMA DE LA PACIENTE QUE AUTORIZA.

TESTIGO 1 TESTIGO 2
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