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RESUMEN

Las hendiduras orofaciales son los defectos congénitos craneofaciales mas comunes. En
México, el labio hendido con o sin paladar hendido no sindrémico (LPHNS) tiene una
prevalencia de 12.7/10,000 nacimientos y en el Hospital Infantil de México Federico
Goémez (HIMFG) es la 132 causa de consulta externa, representando 1.2%. EI componente
etioldgico es multifactorial y complejo, existiendo una interaccién genoma-ambiente. Se ha
reportado la asociacion entre polimorfismos de genes involucrados con el metabolismo del
acido folico y homocisteina (MTHFR y MTR) y la presencia de LPHNS. La determinacién
de la frecuencia del polimorfismo A2756G del gen MTR en poblacion mexicana contribuira
a esclarecer si este factor genético, en la madre o el producto, hace que este Gltimo sea mas
susceptible a presentar LPHNS. El objetivo del presente estudio fue describir o determinar
la frecuencia del polimorfismo en un gupo de pacientes con LPHNS y sus madres del
HIMFG. La muestra constd de 66 individuos (33 pacientes y 33 madres) para el analisis del
polimorfismo mediante RFLP. La presentacion de LPHNS izquierdo y el predominio en
masculinos fue lo méas frecuente. Aproximadamente 30% de los pacientes tuvo
antecedentes heredofamiliares. La mayoria de las madres no ingiri6 &cido félico antes del
embarazo y cuando lo hizo, generalmente, fue en el segundo trimestre. Con respecto a las
frecuencias genotipicas para el polimorfismo A2756G, el genotipo AA fue el mas frecuente
en pacientes y sus madres 0.76; mientras que el genotipo AG presentd discreta variacion
entre pacientes y madres, 0.24 y 0.21 respectivamente. No se encontr6 el genotipo GG en
los pacientes y sélo una madre lo present6 (0.3). La frecuencia para el alelo A en los casos
fue de 0.88 y para el alelo G de 0.12; en cuanto a las madres, las frecuencias alélicas
fueron 0.86 y 0.14 respectivamente. Los resultados sugieren el alelo G no representaria un
factor de riesgo para LPHNS en la poblacion de pacientes estudiada en el HIMFG. Sin
embargo, para obtener una conclusion definitiva seria necesario compararlo con la
frecuencia del polimorfismo en la poblacién mexicana general y aumentar el tamafio de la

muestra.



I. INTRODUCCION

1.1. MALFORMACIONES CONGENITAS

Los defectos o malformaciones congénitas son un grupo heterogéneo de enfermedades
resultado de una alteracién intrinseca en la formacidn, crecimiento o diferenciacion de un
6rgano o estructura. Son responsables directos o indirectos de mortalidad perinatal e
infantil, contribuyendo al 20-25% de las muertes perinatales. Deben considerarse ademés
las repercusiones emocionales y econdmicas que estas alteraciones tienen para los pacientes
y sus familias. Aproximadamente en 30% de los defectos congénitos se desconoce la causa

y entre 20% y 30% de ellos se considera que su etiologia es multifactorial.!

Por otra parte, aproximadamente el 30% de todos los embarazos son afectados por
malformaciones y la mayoria de ellos son perdidos espontaneamente en etapas tempranas.

Alrededor de 2.7% de los productos que nacen tienen alguna malformacion.?

A nivel mundial la prevalencia de los defectos congénitos es de 2-5% de todos los recién
nacidos vivos (RNV). En México se encuentran entre las diez principales causas de
mortalidad infantil, representando cerca del 10% y se estima una frecuencia de 3 a 5% en
RNV.? Otro estudio reporté una frecuencia de 5.5 por cada 1,000 RNV*y de acuerdo con
el estudio de Valdés-Hernandez, et al. (2009), en México, una proporcion de 42 a 48% de
las muertes por defectos al nacimiento en menores de 5 afios de edad se debe a defectos del

sistema circulatorio y 13 a 19% del sistema nervioso.”



Tomado en consideracion los datos anteriores, los defectos al nacimiento mas frecuentes en
México con una prevalencia por 10,000 RNV son: nevus (17.4%), poliotia (13.6%),
sindrome de Down (13.3%), pie equinovaro (12.2%), luxacion congenita de cadera
(10.5%), espina bifida-hidrocefalia (10.5%), polidactilia (8.8%), labio y/o paladar hendido

(8.8%), entre otros.?

1.2. LABIO Y PALADAR HENDIDO

Las hendiduras del labio y el paladar (LPH) representan un grupo heterogéneo de
alteraciones que afectan los labios y la cavidad oral. Los efectos sobre el lenguaje,
audicion, apariencia y complicaciones en relacion al aprendizaje, conducen a resultados
adversos para la salud y la integracion social. Los individuos afectados requieren atencion
multidisciplinaria desde el nacimiento hasta la edad adulta, por la afectacion que tiene tanto
en morbilidad como en calidad de vida. La atencion para los nifios que nacen con estos
defectos requiere de grupos multidisciplinarios en los que se incluyen especialistas en:
audiologia, cirugia plastica, cirugia maxilofacial, enfermeria, genética, odontologia,

otorrinolaringologia, ortodoncia, psicologia y terapia del lenguaje, entre otros.”



1.2.1. DESARROLLO EMBRIONARIO DEL LABIO Y PALADAR

El desarrollo del labio y el paladar implica una serie compleja de eventos que requiere de la
coordinacion estrecha de los procesos de migracion, crecimiento y diferenciacion celular,
asi como de apoptosis. El desarrollo facial humano inicia durante la cuarta semana de vida
intrauterina cuando las células de la cresta neural migran y se combinan con el mesodermo

para formar el primordio craneofacial (Fig.1).”

C D
- Prominencianasal medial

Prominencianasal lateral
|:| Prominenciamaxilomandibular

Figura 1. Desarrollo del primordio craneofacial. Visidn frontal de las prominencias que
dan lugar a las principales estructuras de la cara. La prominencia frontonasal o nasal media
(en rojo) contribuye para formar la frente (A), la parte media de la nariz (B), el filtrum (C)
y el paladar primario (D), mientras que las prominencias nasales laterales (en azul) forman
los lados de la nariz (B y D). La prominencia maxilomandibular (en verde) origina la
mandibula inferior (especificamente de la prominencia mandibular), la region lateral y baja
de la cara, los bordes laterales de los labios y el paladar secundario (a partir de la
prominencia maxilar). Modificado de Helms et al., 2005°.



El segmento central de la cara (que comprende la frente, las crestas supraorbitarias, nariz,
filtrum y paladar primario) es derivado del proceso frontonasal. EI segmento intermaxilar
del proceso frontonasal es formado por la fusién de dos prominencias nasales medias. Este
segmento intermaxilar origina el filtrum y la porcion de la maxila que aloja al diente

incisivo.’

Durante la quinta y sexta semanas del desarrollo intrauterino, el crecimiento medio de las
prominencias maxilares, derivadas del primer arco branquial, resulta en la fusion de las
prominencias nasales medias y maxilares para formar el labio superior y el alveolo anterior.

La falta de fusion resulta en hendidura del labio y el alveolo.”

El paladar secundario se forma a través de la fusion de dos protuberancias de las
prominencias maxilares, las hojas palatinas. Estas estructuras aparecen durante la séptima
semana del desarrollo como una proyeccion vertical dentro de la cavidad oral sobre ambos
lados de la lengua y se elevan de manera horizontal para después fusionarse y formar el
paladar secundario (Fig. 2 A, B y C). Esta fusion inicia en el foramen incisivo, progresa
hacia el paladar posterior y estd completa alrededor de la doceava semana de vida
intrauterina. La falla en la fusién resulta en paladar hendido.” ® La palatogénesis se
considera completa alrededor de la semana 12 de gestacion en el ser humano.® Los procesos
descritos para la formacion normal del labio y paladar son controlados por la expresion de

varios genes, los que seran discutidos en la seccion 1.3.
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Figura 2. Etapas criticas en el desarrollo del labio y paladar. A) Secciones horizontales
de la cabeza de un embrion de raton a las 12.5 semanas de gestacion (séptima semana en el
humano). Las prominencias nasales se fusionan para dar origen al segmento intermaxilar
(SI), mientras que las partes laterales del labio superior se forman a partir de las
prominencias maxilares (PM). Las hojas palatinas (HP) también surgen de las prominencias
maxilares y crecen de manera vertical en relacion a la lengua (L). B) En el embrién murino
de 13.5 sdg (octava semana en humanos), las hojas palatinas van por debajo del epitelio y
se elevan en posicion horizontal por encima de la lengua. Las flechas azules indican la
posicion del contacto y fusion inicial. C) A las 14.5 sdg (en el humano semana 9-10) el SI
se convierte en el filtrum (F) del labio superior (LS) y el paladar primario (PP). Las hojas
palatinas se han fusionado en direccion anterior y posterior (flechas azules), junto con el
septum nasal. La osificacién inicia en el paladar anterior. En las secciones coronales (D, E 'y
F) se indican los sitios de expresion de algunos de los genes clave que participan en la
palatogénesis: el sombreado amarillo corresponde a la expresion de Thx22; el rojo indica el
borde epitelial del paladar medio caracterizado por la expresion de Tgfs3. Modificado de
Stanier y Moore, 2004 °.
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1.2.2. EPIDEMIOLOGIA DEL LPH

Las hendiduras orofaciales son los defectos congénitos craneofaciales mas comunes. Las
variaciones en la prevalencia a nivel mundial son de 3.4 a 22.9 por 10,000 nacimientos para
labio hendido con o sin paladar hendido (LPH) y de 1.3 a 25.3 por 10,000 nacimientos para
paladar hendido (PH). Es generalmente aceptado que estos defectos se presentan en
aproximadamente 1 de cada 700 nacidos vivos. El LH esta asociado con paladar hendido en

68% a 86% de los casos.®

Diferentes estudios reportan que la incidencia para LPH varia ampliamente dependiendo
del grupo étnico y estado socioecondémico, siendo por ejemplo de 1 en 500 nacimientos en
poblacion asiatica, 1 en 1,000 en caucasicos y 1 en 2,500 en africanos. La incidencia de

paladar hendido (PH) es de 1 en 1,500 a 2,000 recién nacidos vivos.’

Aproximadamente entre 60 y 80% de los pacientes con LPH son masculinos, mientras que
el PH, es mas comun en pacientes femeninos. El LPH unilateral es dos veces mas comdn

que el bilateral, y predominantemente afecta el lado izquierdo.™

En México, la incidencia de LPH se estima en 1.7 por 10,000 RNV * con una prevalencia
de 8.8 por 10,000 en RNV y una mortalidad neonatal baja, de 0.4 a 0.7%.% ** En el Hospital
Infantil de México Federico Gomez, el LPH se encuentra registrado como la 132 causa de
solicitud de atencion en consulta externa de primera vez, representando el 1.2% de todas las

causas de solicitud de consulta otorgadas por la Institucién en 2008-2009.
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1.2.3. CLASIFICACION DEL LPH

En 1976 Tessier describio la clasificacion de las fisuras orofaciales basandose en la
anatomia de la cara. Se asigné un ndmero a cada hendidura en base a su ubicacion en
relacion a la linea media sagital (Fig. 3A). De acuerdo a su clasificacion, la oOrbita es
dividida en dos hemisferios, en la cual todas las estructuras que se encuentran por debajo
del péarpado inferior corresponden a fisuras faciales mientras que las que estan por arriba
del parpado superior se consideran fisuras craneales. EI compromiso de las partes blandas y
su relacion con el componente 6seo no siempre coinciden, pudiendo coexistir dos 0 mas
fisuras. Las fisuras faciales se enumeran del O al 14, correspondiendo las fisuras

labiopalatinas a los nimeros 1-2-3 de Tessier."®

13



Figura 3. Clasificacion anatomica de Tessier. Se muestran las fisuras orofaciales
enumeradas del 0 al 14 con involucro de las partes blandas (A) y del componente 6seo (B).
Modificado de Tessier, 1976,

14



Ademas de la clasificacion de Tessier, existen otros sistemas especificos (Fig. 4) para
clasificar el fenotipo de las hendiduras que afectan particularmente los labios y la cavidad

oral.b

Figura 4. Clasificacion del LPH. (A) Labio y alveolo hendido. (B) Paladar hendido. (C)
Labio y paladar hendido unilateral incompleto. (D) Labio y paladar hendido unilateral
completo. (E) Labio y paladar hendido completo. Tomado de Stanier y Moore, 2004°.

Aproximadamente 70% de los casos de LPH son no sindromicos o aislados (LPHNS), las
hendiduras ocurren sin estar asociadas a otras malformaciones. Cuando una 0 mas
anomalias adicionales estan involucradas, el LPH se refiere como sindromico o como
formando parte de un sindrome conocido. Esta Gltima situacién es relevante porque puede
estar relacionado con alteraciones cromosémicas (como la trisomia 13), sindromes
monogénicos (como el sindrome de Stickler), efectos teratogénicos (&cido retinoico o
diabetes gestacional) y otros.” '* Se estima que aproximadamente entre 14% a 30% de los

casos de LPH es de presentacion sindrémica, mientras que esta situacion se presenta en

42% a 54% de los pacientes con PH.’
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1.2.4. ETIOLOGIA DEL LPHNS

Se considera que la etiologia del LPHNS es multifactorial, es decir, es causado por la
accion simultdnea de multiples factores genéticos y ambientales que actuan
independientemente 0 en combinacion para el desarrollo del defecto. Aunque las
hendiduras orofaciales tienden a agruparse en familias, su herencia usualmente no es
mendeliana. La concordancia en gemelos monocigotos es de 40% y en dicigotos de 4.2%,

mientras que su heredabilidad es de 60%.°

La etiologia de las alteraciones multifactoriales es compleja por los componentes genéticos
y ambientales que participan. Las caracteristicas de este tipo de herencia se han tratado de
explicar a través del modelo del umbral. Este modelo propone que los individuos estaran
afectados cuando se sobrepasa cierto nimero de unidades de predisposicion o propension,
es decir, cuando se cruza un umbral. En cuanto al riesgo y grado de parentesco, se observa
que al alejarse el grado de parentesco disminuye el riesgo para otros miembros de la
familia, ya que los familiares en primer grado tienen 50% de genes en comun y los de
segundo sb6lo 25%. Por otra parte, la presencia de antecedentes familiares positivos para
malformaciones, implican un mayor riesgo de recurrencia en la familia. Otra caracteristica
es que a mayor gravedad de la malformacion, existe un mayor riesgo para los familiares
del paciente de presentar la alteracion. Si una malformacion es predominante en un género,
el riesgo de recurrencia serd mayor para los familiares del paciente si éste es del género

afectado menos frecuentemente.*®
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La influencia de los factores ambientales, tal y como son el tabaquismo materno, nutricion
materna (vitaminas del complejo B y zinc), deficiencias o alteraciones en el metabolismo
de los folatos, consumo materno de alcohol, anticonvulsivantes (diazepam, fenitoina y
fenobarbital), infecciones virales, uso de vitaminas, corticoides, estatinas, y exposicion a
retinoides, es un campo ampliamente investigado en el desarrollo de las hendiduras del
labio y paladar, demostrandose asociacion entre la exposicion a estos factores y la

presentacion de la alteracion.® "7 18:19.20

Diversos estudios han demostrado que la deficiencia de folatos causa hendiduras en
modelos animales y que el uso de los medicamentos antagonistas de folatos se asocia con
un riesgo incrementado de hendiduras orofaciales en humanos. ' ? En la mayoria de los
estudios, se ha asociado el consumo materno de suplementos multivitaminicos en etapas
tempranas del embarazo con la disminucion en el riesgo de hendiduras orofaciales; en un
metaanalisis sobre el consumo de multivitaminas fue asociado con una reduccion de 25%
en la prevalencia de hendiduras orofaciales. Sin embargo, los resultados son
controversiales, ya que por ejemplo algunas evidencias reportan una disminucién de estas

alteraciones en USA, pero no en Canada ni en Chile.??’

La vitamina B6 (piridoxina) es un cofactor en el metabolismo de la homocisteina y reduce
la ocurrencia de hendiduras orofaciales en animales.® Asi como también algunos
biomarcadores de un estado pobre de vitamina B6 estan asociados con incremento en el

riesgo de hendiduras orofaciales en Holanda, Filipinas y Asia.’
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1.3. BASES MOLECULARES DEL LPH

Como se ha mencionado, la etiologia del LPH es extremadamente compleja y esta asociada
tanto con factores genéticos como ambientales. Una variedad de genes han sido implicados
en el desarrollo del primordio facial y el control de la palatogénesis normal. Estos genes
controlan el desarrollo embrionario a través de una cascada de sefializacion compleja y
ejercen su accion por ejemplo en los patrones de migracion celular y fusion de estructuras.
Incluyen genes que codifican moléculas de matriz extracelular, moléculas de sefiales
polarizantes, factores de transcripcion, factores y receptores de crecimiento y moléculas de
adhesion celular. Alteraciones en la expresion de estos genes pueden resultar en hendiduras

orofaciales. (Fig. 2 y Tabla 1).> "%

Tabla 1. Principales genes requeridos para la morfogénesis craneofacial del raton.
Modificado de de Stanier et al., 2004 °.

Sefiales polarizantes Shh, Bmp2, Bmp4 and Bmp7, Wnt5a, Smad2—4

Factores y receptores de crecimiento Egf, Egfr, Tefo, Tefl1-3, Fofl, Fgf2, Fgf8,
Fofrl, Fgfr2

Factores de transcripcion Ap2a, DIx1-6, Gli2-3, Hoxa2, Irf6, Lhx8, Pax9,
Pitx1, Pitx2, Prx1, Msx1, Thx1, Thx22

Moléculas de adhesidon celular Pvrll, Conexina 43, E-caderina

Matriz extracelular Col2A1, Col11A1 and Col11A2, Mmp2, Mmp3,

Mmp9, Mmp13, Timp1-3, Fibronectina

En modelos murinos se ha demostrado que Pdgf-c, miembro de la familia de factores de
crecimiento derivados de plaquetas, regula el desarrollo de las estructuras craneofaciales,

siendo una de las vias propuestas en la palatogenesis.?
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Por otra parte, es posible que el desarrollo orofacial pueda estar regulado a través de otros
mecanismos como son los microRNA (miRNAs), por ejemplo Mirn140 que regula la
sefializacion del receptor o del factor de crecimiento derivado de plaquetas (Pdgfra) el cual
a su vez participa en la migracion de las células de la cresta neural hacia el ectodermo oral
y se ha propuesto la alteracioén de ésta via de sefializaciobn como un mecanismo para el

desarrollo del paladar hendido durante la embriogénesis animal (pez cebra). 3

Otro punto importante a considerar en la etiologia del LPH son varios polimorfismos
genéticos que han sido investigados en estudios de asociacion en diferentes poblaciones.
Algunos productos génicos son factores de crecimiento (FGFA, TGFp3), factores de
transcripcion (MSX1, TBX22), factores con funcién en la respuesta inmune (PVRL1,
IRF6) 0 enzimas involucradas en el metabolismo de nutrientes (MTHFR, MTR y RARA).°
Ha sido controversial la asociacion entre los polimorfismos de genes que codifican enzimas
involucradas en el metabolismo de folatos tal y como son MTHFR, MTR, MTRR vy la

presencia de LPH **° asi como su interaccién con el consumo materno de folatos.® %’

Recientemente se realizd un trabajo de tesis en el HIMFG sobre la frecuencia del
polimorfismo C677T del gen MTHFR en 32 pacientes mexicanos y sus madres,
encontrando una frecuencia de heterocigotos (CT) de 50% y de homocigotos (TT) de
43.75% en pacientes con LPH; en cuanto a las madres de estos pacientes, el genotipo
homocigoto mutado (TT) fue el mas frecuente, 46.87%. *® En esta misma linea, otro trabajo
de tesis analizo 27 pacientes y no se observo una asociacion del polimorfismo C677T del

gen MTHFR con el LPHNS.
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1.4.  ENZIMA METIONINA SINTASA

La N-5-metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferasa dependiente de vitamina B12
(Metionina sintasa; MS) es una enzima que cataliza la metilacion de homocisteina a
metionina. La MS es inactivada por la oxidacion de la vitamina B12, su cofactor esencial, y
es reactivada por metionina sintasa reductasa (MTRR), la cual cataliza la remetilacion

reductiva de la cobalamina.*

La homocisteina es un aminoacido que contiene sulfuro generado como un producto
intermedio en el metabolismo de metionina y que se encuentra en la interseccion de dos

vias metabélicas: metilacion y transulfuracion (Fig. 5).*

El metabolismo de la homocisteina involucra tres enzimas claves: cistationina [-sintasa
(CBS), metionina sintasa y 5-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), asi como
cofactores: folatos, vitamina Bs y Bj,. Las reacciones bioquimicas implicadas en el
procesamiento de homocisteina son bien conocidas. La homocisteina puede ser condensada
con serina para formar cistationina por la enzima CBS o puede ser metilada para formar

metionina, mediante la homocisteina metiltransferasa dependiente de betaina y MS.*
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Figura 5. Formacién, remetilacion y transulfuracién de homocisteina (Hcy). La Hcy es
formada a partir de S-adenosilhomocisteina (AdoHcy). La remetilacion a metionina (Met)
es catalizada por la metionina sintasa (MS), la cual requiere cobalamina (B12) como un
cofactor y 5-metiltetrahidrofolato (CH3THF) como sustrato. CH3THF es formado por la
accion de la enzima 5, 10-metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR) dependiente de
dinucleotido de flavina adenina (FAD), la cual reside en una regién metabdlica crucial que
dirige el conjunto de folatos (en letras verdes) para la remetilacion de Hcy a expensas de los
folatos utilizados para la biosintesis de DNA y RNA. Abreviaciones: Ado, adenosina;
AdoMet, S-adenosilmetionina; BHMT, betainhomocisteina S-metiltransferasa; CBS,
cistationina p-sintasa; CH2THF, 5,10-metiltetrahidrofolato; CH3DNA, DNA metilado;
CHOTHF, formiltetrahidrofolato; CHTHF, metiltetrahidrofolato; CL, cistationina liasa;
Cys, cisteina; Cysta, cistationina; DHF, dihidrofolato; DHFR, dihidrofolato reductasa;
dTMP, deoxitimidine 5’-monofosfato; dUMP, deoxiuridina 5’-monofosfato; MAT,
metionina adenosiltransferasa; MT, metiltransferasa; SAHH, S-adenosilhomocisteina
hidrolasa; SHMT, serina hidroximetiltransferasa; THF, tetrahidrofolato; TS, timidilato
sintasa. Modificado de Ueland et al., 2001*",
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La conversion de homocisteina a metionina catalizada por MS requiere 5-
metiltetrahidrofolato (CH3THF) como donador de grupos metilo y utiliza cobalamina
(B12) como cofactor. Esta via sugiere que los niveles de homocisteina podrian estar
elevados por defecto en la reaccion catalizada por MS. Se ha demostrado que mutaciones
en el gen CBS y el polimorfismo C677T del gen MTHFR causan un incremento en los
niveles plasmaticos de homocisteina. Debido a que las enzimas CBS, MTHFR y MS,
involucradas en la conversion de homocisteina a otros metabolitos, es probable que
mutaciones o polimorfismos en el gen MTR causen un incremento de los niveles

plasmaticos de homocisteina.*?

La hiperhomocisteinemia ha sido relacionada con enfermedad arterial coronaria y se ha
demostrado que constituye un factor de riesgo para las mujeres de tener hijos con defectos

del tubo neural (DTN).*®

Si bien la fisiopatologia no estd completamente entendida, se han demostrado que las
concentraciones elevadas de homocisteina pueden ser toxicas para las células endoteliales
vasculares. Se ha postulado que la hiperhomocisteinemia observada en madres de hijos con
DTN puede ser resultado de un defecto en la conversién de homocisteina a metionina.** En
otro estudio se reportd la presencia de concentraciones séricas elevadas de homocisteina

(parcialmente determinadas por el estado de folatos) en madres de nifios con LPH.*®

Por otra parte, la metionina es el precursor de S-adenosilmetionina, el donador universal de

grupos metilo, el cual provee un grupo metilo en mas de 100 reacciones, incluyendo la

22



metilacion de DNA. El metabolismo de los folatos estd ampliamente implicado en la
metilacion del DNA. Los folatos y las vitaminas del complejo B, funcionan como
coenzimas en la transferencia de un solo carbon en el metabolismo de aminoacidos y acidos
nucleicos. El acido félico (&cido pteroilmonoglutamico o PGA) es la forma més oxidada y

estable de los folatos.*®

El folato es requerido en la forma de 5-metiltetrahidrofolato para la remetilacion de la
homocisteina. En el metabolismo de los folatos, las vitaminas B2 y B6 funcionan como
cofactores cruciales para la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y serina
hidroximetiltransferasa, respectivamente; la MTHFR cataliza la conversion irreversible de

5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato.**

Los defectos en la actividad de MS pueden desempefiar un papel importante en la
formacion de tumores y se ha postulado que el metabolismo alterado de la metionina puede
estar relacionado con la hipometilacion de DNA, comunmente observada en células

cancerosas.*
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1.5. GENMTR

El gen MTR (5-metiltetrahidrofolato-homocisteina S-metiltransferasa) es responsable de la
codificacion de la enzima metionina sintasa. Se localiza en 1943 y se expanden 108.67kb.
La longitud de su transcrito es de 10,529pb y codifica un polipéptido de 1,265 aminoacidos

(Fig. 6). 2%
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Figura 6. Locus y estructura del gen MTR. Modificado de www.ensembl.org

La regiéon codificante del gen MTR estd compuesta de 33 exones y 32 intrones. La
secuencia de nucledtidos en los sitios de corte y empalme y el tamafio aproximado de cada
intrén se resumen en la tabla 2. Todos los intrones, excepto el intrén 21, siguen la regla GT-

AG. El ATG inicial esta en el exén 1.
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Tabla 2. Secuencia de nucle6tidos en los sitios de corte y empalme y el tamafio
aproximado de cada intrén. Los nucledtidos estan enumerados a partir del sitio de inicio
de la traduccion. Las letras mayusculas se refieren a la secuencia codificante y las
mim]scu4|7as indican secuencias intronicas. ND: no determinado. Modificado de Watkins et
al, 1989™".

Exon Posicion S'donador de Intréon  Tamafio 3" aceptor de

cortey empalme kb cortey empalme
1 =394 10 34 TCGCAACCCGgtaacgcetge 1 4.0 rctttaaagAAGGTCTGAA
2 35-249 AATCCATAAGgtaaagtatt 2 2.4 cugrgcagGAATACTTGC
3 250-339 TGAACACTTGgtaagaattc 3 2.4 gatacgttagGCCTACCGGA
-+ 340-409 TGAACACTTGgtaagaattc 4 1.7 tteccaaagGAATTAAGAG
5 410-502 AGGAACATCAgtgagtattt 5 2.0 reeegeagCATTTGATGA
6 503-609 CAATGCCAAGgtgagttaag 6 2.7 tecetgacagGTAGCCTTGT
7 610-669 GCCTATCT TTgtaagticta 7 .7 grcaattcagATTTCAGGGA
8 670-764 AACCACTCTGgtgagtgatc 8 ~3.5 gurctagCATTGGATTA
9 765-865 AACCACTCTGgtgagtgatc 9 1.1 cttactcagGTCTTCCCAA
10 866-927 GCACCTAAAGgtcaggggtc 10 1.5  ctaaatgcagGATTTTGCTA
11 928-995 ATCATATCAGgtcaggggtc 11 2.2 ucaactcagGGAAATTGCT
12 996-1075  TTACTGTCTGgtgagtcata 12 2.5 reettttaagGTCTAGAGCC
13 1076-1188  AACTATGAAGgtgagtggtt 13 3.0 cttecttcagGAAGCCTTGT
14 1189-1329 CATCGCAAAGgttatacaaa 14 2.5 ctgatctcagGTACCTTTGT
15 1330-1515  AGAAGGACAGgtgagtggtt 15 ND  ruttcectagGCAACAGAAA
16 1516-1695 AGTCATTAAAgtaagtgtag 16 2.0 rregecagGAAACATTAC
17 1696-1812 TGCAATCAAGgtatggtaga 17 3 ugeecttagTCTGGCATGG
18 1813-1953 TTATGCCCAGgtagagagac 18 4.5 tcaattcagACTCAAGGCA
19 1954-2043 CCTTGTGAAGgtaagttaca 19 1.3 retttttagGGCATTGAAA
20 2044-2196 TCTACCTCAGgttagcaaaa 20 9 utttctcagGTTATAAAGT
21 2197-2304 AGAAGAAGAGgcaagtcatt 21 1.0 tectttecagGACCCTTACC
22 2305-2405 ATAATTTCCGgtaagttagg 22 ~3.0 gtgectcagAGTTATTGAT
23 2406-2473 CACAAAGCAGgtactgtgea 23 9 aaaaaaatagATATAATTGG
24 2474-2594 CCACTTCAAAgraagttata 24 6.0 rcrtettagAACCCACACA
25 2595-2676 TGTGGTGGTGgraagtgggt 25 ND  geattttcagTGTTCCCAGC
26 2677=2775 GTCTCTCAAGgtaagtggta 26 2.5 uttaacagGAGAGGAGAT
27 2776-2851 CCTCACCCAGgtctgtrgg 27 1.0 rteteetgtagTGAAGCCCAC
28 2852-3007 AAAACAGTAGgttagtgcag 28 1.8 rttctaatagGTGGAGAGGC
29 3008-3204 AAGGCAACAGgtatggaagg 29 2.5 tgetttaagGCTGAGAAGG
30 3205-3405 GCTGGCAGAGgtaaggcaga 30 8 gegtcccaagGCCTTTGCAG
31 3406-3598 CAGTCTACAGgtaggaagcc 31 1.4 cteectctagGCATTAGGTT
32 3599-3711 CAAGGATCAGgtaagctage 32 S teetttgeagGTTGAGGATT
33 3712~
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Todas las mutaciones identificadas a la fecha son mostradas en la figura 7 y resultan en la
deficiencia de metilcobalamina (cblG), la cual esta caracterizada por homocistinuria,
hiperhomocisteinemia e hipometioninemia. La secuenciacion de MTR demostrd la
existencia de polimorfismos no asociados con cblG. Algunos de estos polimorfismos
fueron detectados en multiples lineas celulares, incluyendo R1164R, L1192L, A1048A,

P283P y D919G.*

©.2641-264300ATC

©.2101delT

€.1348-1349TCCA
(5450H)

€.1228GC
(a410P)
€3518C—T
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.1310C»A c.1784AC € 2112-2113061TC
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IVS6 G-A
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Dominio de union a homocisteina Dominio ce union a Dominio de union Dominio de activacion
metilentetrahidrofolato cobalamina

Figura 7. Mutaciones identificadas en el gen MTR. Las mutaciones se localizan a lo
largo de todo el gen. Se ilustran los cuatro dominios de union y activacion. Modificado de
Ref. 47.

26



1.6. POLIMORFISMO A2756G DEL GEN MTR

Una variante comun de MTR que consiste en una transicion de adenina a guanina en la
posicion 2756 (A2756G) y conduce a un cambio de &cido aspartico por glicina en el codon
919 (D919G) (Fig. 8), fue identificada como un polimorfismo ya que se observo en 8 de 52
alelos control (15%).** Aunque el impacto funcional directo de este polimorfismo no ha

sido bien establecido, hay evidencias inconsistentes de su asociacion con

hiperhomocisteinemia. >* %

3001 AGTTAAAATAGCTCCGAGATACAGTGCACCTGTAATCCATGTCCTGGACGCGTCCAAGAG
2607 AGTTAAAATAGCTCCGAGATACAGTGCACCTGTAATCCATGTCCTGGACGCGTCCAAGAG
869 —--V-=K==I-=A==P==R==Y==S==A==P=-V=u]=-H-=V-=-L==D==A-=S-=K--S

3061 TGTGGTGGTGTGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATCTAAAGGATGAATACTTTGAGGAAAT
2667 TGTGGTGGTGTGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATCTAAAGGATGAATACTTTGAGGAAAT
889 --V--V=-V==C==S-=Q--L==L==D==E-=N--L==K==D==E==Y==F==E-=E-~1I

3121 CATGGAAGAATATGAAGATATTAGACAGGACCATTATGAGTCTCTCAAGGAGAGGAGATA
2727 CATGGAAGAATATGAAGATATTAGACAGGACCATTATGAGTCTCTCAAGGAGAGGAGATA
909 --M--E--E--Y--E--D==I-=R--Q-=D=: H=— Y- _F-—g--L--K--E--R--R--Y

09196

3181 CTTACCCTTAAGTCAAGCCAGAAAAAGTGGTTTCCAAATGGATTGGCTGTCTGAACCTCA
2787 CTTACCCTTAAGTCAAGCCAGAAAAAGTGGTTTCCAAATGGATTGGCTGTCTGAACCTCA
929 --L--P--L-=$-=-Q-=A--R--K-=§==G==F==Q==M--D==W-~-L-=S-—-E--P--H

3241 CCCAGTGAAGCCCACGTTTATTGGGACCCAGGTCTTTGAAGACTATGACCTGCAGAAGCT
2847 CCCAGTGAAGCCCACGTTTATTGGGACCCAGGTCTTTGAAGACTATGACCTGCAGAAGCT
949 --P--Y=--K--P-=T==-F=-=I-=G-=T-=Q-~¥==F==-E-=D==Y=--D-~L--Q--K--L

Figura 8. Secuencia parcial del gen MTR. Se muestra la ubicacion del polimorfismo
A2756G en el exon 26 y el cambio de acido aspartico (D) por glicina (G) en el aminoacido
919. Modificado de www.ensembl.org
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La distribucion del polimorfismo A2756G del gen MTR, la cual fue inicialmente descrita en
poblacion caucasica, varia en diferentes grupos étnicos. Aproximadamente el 3% de los

europeos tiene el genotipo GG !, en Norteamérica se reporta una frecuencia de 1-5% >

y
en afroamericanos se encuentra en 6% °. Un estudio canadiense reporto una frecuencia de
10 a 11% en nifios y sus madres caucasicas °* °’ En poblaciones chinas, japonesas y

coreanas el genotipo GG es reportado en 2-39%.°% %% >

El polimorfismo A2756G de MTR en linea germinal, cuyo producto desempefia un papel
importante en el mantenimiento intracelular de los niveles de S—adenosilmetionina (SAM),
puede afectar la metilacion del DNA.®® ® Se ha demostrado que el genotipo GG esta
asociado tanto con hipometilacion genémica global como con niveles bajos de islas CpG
hipermetiladas dentro de los promotores de genes supresores de tumor en individuos con

cancer de colon, mama y pulmén.®?

Por otra parte, algunos estudios sugirieren que el polimorfismo podria ser responsable del
incremento en los niveles de metionina y SAM. De acuerdo a esta hipétesis, la variante de
MTR podria contribuir a la hipermetilacion del DNA y por lo tanto al silenciamiento
génico.®® ® Estos estudios indican un papel crucial de dicho proceso y demuestran que la
metilacion del DNA podria ser alterada por variantes polimorficas de genes que codifican

proteinas importantes en el ciclo de folatos y metionina.®

Se ha reportado que el polimorfismo materno A2756G de MTR es un factor de riesgo
significativo para tener hijos con espina bifida y sindrome de Down.?® " La presencia del

polimorfismo en forma heterocigota (AG) esta asociado con un incremento en las
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concentracion plasmética de homocisteina en individuos con sindrome de Down en

poblacién brasilefia.?®

También se ha sugerido que la presencia de LPH en nifios de madres con el polimorfismo
A2756G de MTR con genotipo GG, podria ser un resultado de la hipometilacion del DNA,
ya que puede cambiar la expresion de los genes involucrados en la formacion de estructuras
craneofaciales. Ademas, la influencia negativa de la hipometilacion del DNA sobre el
desarrollo podria ser resultado de la induccion de inestabilidad cromosdmica, reactivacion

de transposones y pérdida de la impronta. &

El estudio de Mostowska et al., 2006 reveld diferencias significativas en las frecuencias
genotipicas y alélicas de A2756G MTR entre madres casos (madres de hijo con LPH) y
controles. Observando ademas, que las mujeres portadoras de genotipo GG tienen un
incremento en el riesgo de 2.195 veces para tener un hijo con LPH. La determinacion del
mecanismo exacto por medio del cual este polimorfismo puede afectar el desarrollo
craneofacial y sus efectos sobre la metilacion del DNA no se conoce aln pero podria
aportar conocimiento importante acerca de la etiologia de las hendiduras orofaciales.®® Por
otra parte, se ha reportado que los polimorfismos C677T de MTHFR, A66G de MTRR y
A2756G de MTR no estan involucrados en pacientes estudiados con LPH en poblacion
brasilefia.”” Si bien la determinacién del mecanismo exacto por medio del cual el
polimorfismo A2756G del gen MTR puede afectar el desarrollo craneofacial no esta
completamente entendido, algunos estudios de la estructura enzimatica realizados sobre MS
de pacientes con alteraciones de folato/cobalamina (cblG), han demostrado que la variante

cae en el dominio de activacién de la enzima.*” Se ha postulado que el cambio de écido
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aspartico por un residuo de glicina podria afectar la estructura secundaria de la proteina y
por lo tanto tener consecuencias funcionales, quiz& conduciendo a niveles alterados de

vitamina By, folatos y homocisteina. ™*
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cudl es la frecuencia del polimorfismo A2756G de MTR en pacientes con labio hendido
con o sin paladar hendido no sindromico y en sus madres en el periodo de 2007 a 2008 en

el Hospital Infantil de México Federico Gomez?

I111. JUSTIFICACION

El LPHNS representa una de las causas mas frecuentes de malformaciones congénitas y la
primera en los defectos craneofaciales. EI componente etiolégico es multifactorial y
complejo, existiendo una interaccion genoma-ambiente. Se ha reportado la asociacion de
polimorfismos en genes involucrados con el metabolismo del acido folico y homocisteina,
como el gen MTR, y la presencia de LPHNS. La determinacién de la frecuencia del
polimorfismo A2756G del gen MTR en poblacion mexicana contribuira a esclarecer si este
factor genético, en la madre y/o el producto hace que este ultimo sea méas susceptible de

presentar LPHNS.
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IV.OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Describir la frecuencia del polimorfismo A2756G del gen MTR en un grupo de pacientes

con LPHNS y sus madres en el Hospital Infantil de México Federico Gémez.

4.2.  Objetivos particulares

— Analizar las caracteristicas clinicas (fenotipo) y epidemiolégicas de la
poblacién en estudio.

— Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo en la
poblacién estudiada.

— Describir si la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

— Establecer si existe una relacion entre el genotipoy el fenotipo de los

pacientes.
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V. MATERIAL Y METODOLOGIA

5.1. Disefio del estudio

Estudio de tipo observacional, descriptivo y transversal.

5.2. Variables de estudio

Las variables de estudio fueron las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo

A2756G del gen MTR en los pacientes y sus madres, y la presencia de LPHNS.

5.3. Muestra

Los individuos que participaron en este estudio fueron pacientes y sus madres que acuden
al servicio de Genética y a la Clinica de Labio y Paladar Hendido del Hospital Infantil de
México Federico Gomez, con diagnéstico de LPHNS. La muestra fue de 33 pacientes y sus
madres provenientes de diferentes estados de la Republica Mexicana y el Distrito Federal.
Los participantes forman parte del protocolo (HIM-012-2007) “Frecuencia del
polimorfismo C677T del gen MTHFR y niveles de homocisteina en pacientes con
cardiopatias congénitas y pacientes con labio hendido con o sin paladar hendido no
sindromicos”, que se lleva a cabo por parte del Departamento de Genética del HIMFG y
cuya responsable es la Dra. Constanza Garcia Delgado, aprobado por los Comités de
Investigacion, Etica y Bioseguridad del HIMFG. Estos pacientes han sido previamente

analizados para la presencia del polimorfismo C677T MTHFR. 3 %
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5.4. Criterios de seleccion

5.4.1. Criterios de inclusién

- Pacientes con diagnostico de LPHNS y sus madres que reciben atencion en el

Hospital Infantil de México Federico Gémez

- Aceptaron participar en el estudio bajo una carta de consentimiento informado.

5.4.2. Criterios de exclusion

- Individuos con diagndstico de labio hendido con o sin paladar hendido sindromico.

- Individuos que no aceptaron participar en el estudio.

- Individuos hijos de madre diabética.

- Ingesta materna de farmacos potencialmente teratdgenos durante el embarazo.

- Individuos con antecedente de transfusiones sanguineas recientes.

5.4.3. Criterios de eliminacion

- Pacientes cuyas muestras sanguineas fueron insuficientes

- DNA inadecuado para la realizacion del estudio.
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5.5.  Andlisis clinico

Los pacientes ya habian sido incluidos en el protocolo para determinar la frecuencia del
polimorfismo C677T de MTHFR en 2007 y 2008. Acudieron a consulta y a entrega de
resultados del polimorfismo anterior y segun lo autorizado por el Comité de Investigacion,
Etica y Bioseguridad, se invitd a participar en el nuevo estudio para el polimorfismo
A2756G del gen MTR, para lo cual se explicd que se contaba con muestra de DNA y sélo
fue necesaria la toma de una muestra nueva en un caso. Posterior a la aceptacion y nueva
firma de consentimiento informado, se actualizaron y se confirmaron los datos de la historia
clinica, haciendo énfasis en los antecedentes heredofamiliares y consumo de

micronutrientes antes y durante el embarazo (Fig. 9).
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L
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4

Analigig del polimorfizmo

Figura 9. Descripcion del procedimiento realizado para identificar el polimorfismo
A2756G del gen MTR.
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5.6. Evaluacion del ADN gendmico

La extraccion de DNA gendémico se llevo a cabo por el método de lisis celular con
detergentes aniénicos, utilizando el kit Gentra Puregene Blood de QIAGEN®. Se confirmé

su adecuada calidad y cantidad para realizar la determinacion del polimorfismo (anexo I).

5.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se realiz PCR (anexo 2) utilizando los oligonucleétidos referidos por Biselli ®® (Tabla 3).
La secuencia y tamafio del producto de PCR fueron confirmados en las bases de datos de
Ensamble (ENSE00000961552, Fig. 10.) y se modificaron las condiciones de la reaccion
para mejorar la amplificacion, mediante 35 ciclos (Tabla 4 y 5). Se amplifico un fragmento

de 498pb del exdn 26 que incluye al polimorfismo A2756G.
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Intrén 25-26

Exén 26

Intrén 26-27

ttttattgggggttggtcacataggcccagaatgecccatgtgtctagecttaattgttca
gtcttcagtccctgcagaggtcaaacataagcatgagcgaaggtcccccaccataaatca
gactgttagcataaacgatgtgacgtggcccagggtgccaggtatacagtgactctctta
tcaggcaggctgtcccaagggtttagagtttgtctcccagaaaccagtcaaagtc
ccttectttggecttgtgcagggtttgaacatcccaagecccactgagtttaccttttectge
acgccaggcaggaattagcacagttggtgaagggagaagaaatgaagttaaggaagcctt
cctgaaggaggtgttatcagcattgaccattactacaccagttttatcatcttttgctca
tctatggctatcttgcattttcag

TGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATCTAAAGGATGAATACTTTGAGGAAATCATGGAAGAA
TATGAAGATATTAGACAGGACFATTATGAGTCTCTCAAG

gtaagtggtagaaacagatttttgcttgtttttaatgtgactgttttttatgatcctagt
ttttaatgtgactttttaaaat) el A A L LI e L eIt ttggatcattttaga
gaatttctgtcttctagttcaaatcagaggtcttcagtgtcttaagttcccaaataattt
ttggttgtattgaaatgaattttatttattcagccaaacatttactgggtacccagtagqg
tgttaggggctgtgctagatatcagaactatggtaatgaataaaacatgagttcatactce

Figura 10. Secuencia del exdn 26 y las regiones intronicas adyacentes de MTR. Los
oligonucleotidos especificos se muestran sombreados en amarillo (sentido) y en azul
(antisentido). En el rectangulo negro se sefiala el sitio de restriccion constitutivo para la
enzima Haelll. El polimorfismo A2756G se sefiala en el rectangulo rojo (GAC que codifica
para &cido aspartico). Modificado de www.ensembl.org

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados.

Oligonucleotido Secuencia Tamafio | %GC | Tm
(pb) (°C)
Sentido 5 CCAGGGTGCCAGGTATACAG3" |20 60 60
Antisentido 5GCCTTTTACACTCCTCAAAACCT | 22 46 59
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Tabla 4. Condiciones de la PCR.

Reactivos Concentracion Concentracion | Volumen final | Volumen final
inicial final para una para 73
reaccion (ul) reacciones (ul)

Amortiguador 10 X 1X 2.5 182.5

Taq DNA 5 Ulul 1U 0.2 14.6

polimerasa

Oligonucleotido 10 pmol/ul 7.5 pmol 0.75 54.75

Sentido

Oligonucle6tido 10 pmol/ul 7.5 pmol 0.75 54.75

Antisentido

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 14.6

MqgCl, 50 mM 1.5mM 0.75 54.75

Mezcla maestra - - 5.45 397.85

DNA 50ng/ul 50ng 1 -

H,0 - - 18.55 1354.15

Volumen final 25

Tabla 5. Descripcion de los ciclos de la PCR.
Fase Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion 94 4 minutos
inicial
Desnaturalizacion 94 40 segundos
35 ciclos Alineamiento 60 40 segundos

Extension 72 40 segundos
Extension final 72 40 segundos
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Posteriormente los productos de cada reaccion se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, para lo cual se colocaron 10u/ de cada producto de la reaccion y se realiz6
un corrimiento por 60 minutos a 100volts. Se visualizaron bajo luz UV en el equipo Gel

Logic 440 para valorar la integridad del ADN y se toma registro fotogréafico (Fig. 13).

5.8.  Analisis del polimorfismo A2756G del gen MTR

Se realiz6 mediante la técnica de RFLP (fragmentos de restriccion de longitud polimdrfica).
La enzima de restriccion utilizada para el presente trabajo fue Haelll, la cual reconoce la
secuencia 5"-GGLCC-3" generando un fragmento de 85pb (sitio de restriccion constitutivo)
y otro de 413pb (Fig. 10). El segundo sitio de restriccion solo se presenta cuando existe la
presencia del alelo G en el polimorfismo A2756G de MTR, generando los fragmentos de
restriccion como se muestra en la Fig. 13. Las condiciones para la reaccion de restriccion se

muestran en las tablas 6 y 7.

Tabla 6. Condiciones para la reaccion de restriccion con Haelll.

Reactivos Concentracion Concentracion | Volumen final | Volumen final
inicial final para una para 66
reaccion (ul) reacciones (ul)
Amortiguador 10 X 1X 2.5 165
Haelll 10 Ulul 2U 0.2 13.2
H.O - - 7.3 481.8
Producto de PCR - - 15 -
Volumen final - - 25 -
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Tabla 7. Condiciones para la incubacion

Fase Temperatura (°C) Tiempo
Incubacion 37 3 horas
Inactivacion 65 20 minutos
Mantenimiento 4

Posteriormente se colocaron 20u/ de cada muestra en los pozos correspondientes de un gel

de agarosa al 4% para ser sometidos a electroforesis durante 180 minutos a 100 volts y

obteniendo los fragmentos esperados de acuerdo a la presencia o ausencia del sitio de corte,

visualizados bajo luz UV.

De encontrarse el sitio de restriccion presente para Haelll, en el caso de un individuo

homocigoto silvestre (AA), la restriccion originaria 1 fragmento de 413pb y de 85pb (Fig.

11). En el caso de un individuo heterocigoto AG, los fragmentos de la reaccion serian

413pb, 290pb, 123pb y el de 85pb.

De ser un individuo homocigoto para el alelo mutado (GG), los fragmentos de la reaccion

serian de 290pb, 123pb y 85pb (Fig. 12). Los posibles resultados de la restriccion se

presentan en la Figura 13.
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A2756G MRT digest

Enzymes: Haelll

Length 5'Enzyvme 5'Base 3'Enzvme 3' Base Sequence

413

85

Haelll

none

86

none

Haelll

498

85

CCAGTCCCTT CTTTGGCTTG TGCAGGGTTT GAACATCCCA AGCCCACTGA
GTTTACCTTT TCCTGCACGC CAGGCAGGAA TTAGCACAGT TGGTGAAGGG
AGAAGAAATG AAGTTAAGGA AGCCTTCCTG AAGGAGGTGT TATCAGCATT
GACCATTACT ACACCAGTTT TATCATCTTT TGCTCATCTA TGGCTATCTT
GCATTTTCAG TGTTCCCAGC TGTTAGATGA AAATCTAAAG GATGAATACT
TTGAGGAAAT CATGGAAGAA TATGAAGATA TTAGACAG@CAT’TATGAG
TCTCTCAAGG TAAGTGGTAG AAACAGATTT TTGCTTGTTT TTAATGTGAC
TGTTTTTTAT GATCCTAGTT TTTAATGTGA CTTTTTAAAA TGGTTTTGAG

GAGTGTAAAA GGC

CCAGGGTGCC AGGTATACAG TGACTCTCTT ATCAGGCAGG CTGTCCCAAG

GGTTTAGAGT TTGTCTCCCA GAAACCAGTC AAAGG

Figura 11. Secuencia de interés para identificar el polimorfismo A2756G del gen MTR
sometida a restriccion mediante Haelll. Cuando el alelo silvestre A esta presente (6valo
verde) la enzima solo reconoce un sitio de restriccion y se obtienen dos fragmentos, uno de
413pb y 85pb. Modificado de www.restrictionmapper.org

A2756G MRT digest

Enzymes: Haelll

Length 5'Enzyme

290

123

85

Haelll

Haelll

none

5'Base 3'Enzyme 3'Base Sequence

86

376

Haelll

none

Haelll

375

498

85

CCAGTCCCTT CTTTGGCTTG TGCAGGGTTT GAACATCCCA AGCCCACTGA
GTTTACCTTT TCCTGCACGC CAGGCAGGAA TTAGCACAGT TGGTGAAGGG
AGAAGAAATG AAGTTAAGGA AGCCTTCCTG AAGGAGGTGT TATCAGCATT
GACCATTACT ACACCAGTTT TATCATCTTT TGCTCATCTA TGGCTATCTT
GCATTTTCAG TGTTCCCAGC TGTTAGATGA AAATCTAAAG GATGAATACT
TTGAGGAAAT CATGGAAGAA TATGAAGATA TTAGACAC@S

CCATTATGAG TCTCTCAAGG TAAGTGGTAG AAACAGATTT TTGCTTGTTT
TTAATGTGAC TGTTTTTTAT GATCCTAGTT TTTAATGTGA CTTTTTAAAA
TGGTTTTGAG GAGTGTAAAA GGC

CCAGGGTGCC AGGTATACAG TGACTCTCTT ATCAGGCAGG CTGTCCCAAG

GGTTTAGAGT TTGTCTCCCA GAAACCAGTC AAAGG

Figura 12. Secuencia de interés para identificar el polimorfismo A2756G del gen MTR
sometida a restriccion mediante Haelll. Cuando el alelo mutado G esta presente (6valo
rojo) se reconocen dos sitios de restriccion (constitutivo y el polimérfico) obteniendo tres
fragmentos, de 290pb, 123pb y 85pb. Modificado de www.restrictionmapper.org
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AA AG GG

413pb — ——
290pb — —
123pb —— ——

Figura 13. Dibujo representativo de los posibles resultados de la restriccion
enzimatica.

5.9. Andlisis estadistico

Los datos clinicos y epidemioldgicos del estudio se analizaron mediante estadistica
descriptiva y por porcentajes. Las frecuencias alélicas y genotipicas se calcularon
utilizando el método de la cuenta directa simple. Para determinar si la poblacién en estudio

se encontraba en equilibrio se utilizo la Ley de Hardy-Weinberg y la prueba de 2.
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VI.RESULTADOS

6.1. Caracteristicas clinicas

6.1.1. Género y edad

Se incluyeron 33 pacientes y sus madres, danto un total de 66 individuos. EI 70% fueron

individuos masculinos (Gréfica 1). El grupo etario mayor fue el de preescolar

representando el 34%, seguido por el grupo de escolares con 27% (Graéfica 2).

Género de los pacientes

B MACULINO
B FEMENINO

Gréfica 1. Género de los pacientes en estudio.

Edad de los pacientes

18%

M Lactante
W Preescolar

m Escolar

B Adolescente

Gréfica 2. Edad de los pacientes en estudio.
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6.1.2. Antecedentes heredofamiliares

En 11 pacientes (33%) se identifico que tuvieron uno o més familiares con LPHNS (Grafica
3). El grado de parentesco mas frecuente fue de segundo grado (83%, N=5),
correspondiendo a abuelos y tios (Gréafica 4). Ningun caso presento méas de un familiar

afectado con LPHNS.

Antecedentes heredofamiliares
de los pacientes

m Sl

NO

Grafica 3. Antecedentes heredofamiliares de los pacientes en estudio.

Antecedentes heredofamiliares
Grado de parentesco

0%
0%

ml°

m2°

m4°

Gréfica 4. Grado de parentesco en los antecedentes heredofamiliares.
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6.1.3. Lugar de origen y residencia

En el lugar de origen y residencia de los pacientes y sus madres predomind la zona centro
del pais, siendo el Distrito Federal y Estado de México las entidades mas frecuentes, 49%

N=16 y 45% N=15, respectivamente (Grafica 5).

Residencia de los pacientes y sus madres

W Estado de México M Distrito Federal ™ Guerrero ™ Qaxaca

3% 3%

Gréfica 5. Residencia de los pacientes y sus madres.
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6.1.4. Ingesta de &cido folico

La ingesta materna de &cido fdlico antes o durante el embarazo fue deficiente. La mayoria
de las madres de los pacientes en estudio no consumieron &cido fdlico en etapa

preconcepcional ni durante el embarazo 73%, N=24 (Gréfica 6).

Ingesta materna de
acido folico

mSl

HENO

Gréfica 6. Ingesta materna de acido folico antes o durante el embarazo.

De las madres que consumieron acido félico (27% N=9), solo el 11% (N=1) lo realizé de
manera preconcepcional y el mayor porcentaje lo ingirio en el segundo trimestre 45% , N=4

(Grafica 7).

Inicio de la ingesta materna de
acido folico

11% 11%

M Preconcepcion
W ler. trimestre

W 20. trimestre

W 3er. trimestre

Gréfica 7. Inicio de la ingesta materna de acido félico.
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6.1.5. Fenotipo de los pacientes

En relacion al fenotipo de los pacientes estudiados, se observé el mayor porcentaje para el
labio y paladar hendido unilateral (73%, N=24), y en éstos, el lado izquierdo predominé en
toda la muestra (46%, N=15). No se observo labio hendido derecho y el labio hendido
izquierdo represento el 6%. El labio y paladar hendido bilateral se present6 en 7 pacientes

(21%). (Grafica 8 y Fig. 14).

Fenotipo de los pacientes

o, o,
0% 6% B LHD

27% HLHI
LPHD
B LPHI

W LPHB

Graéfica 8. Fenotipo de los pacientes en estudio. LHD: labio hendido derecho, LHI: labio
hendido izquierdo, LPHD: labio y paladar hendido derecho, LPHI: labio y paladar hendido
izquierdo, LPHB: labio y paladar hendido bilateral.
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Figura 14. Fotografias de pacientes que participaron en el estudio. (A) Lactante
masculino con fenotipo de labio y alveolo hendido. (B) Labio y paladar hendido unilateral
derecho. (C) Adolescente masculino con secuelas de labio y paladar hendido bilateral.

49



6.2.  Andlisis molecular

De los pacientes identificados en la primera parte del protocolo de investigacion HIM-012-
2007 para el polimorfismo de MTHFR, se identificaron las 33 muestras correspondientes.
Se evaluaron las concentraciones obtenidas de DNA (Tabla 8) para la realizacion de PCR y
posterior digestion de los productos para la identificacion del polimorfismo A2756G del

gen MTR.

Tabla 8. Concentraciones de DNA genémico

Caso Concentracién Caso Concentracion Caso Concentracion Caso | Concentracién
de DNA (ng) de DNA (ng) de DNA (ng) de DNA (ng)
12 418 21A 237 39A 36.5 49A 91
1B 400 21B 104 39B 89 49B 33
3A 140 23A 160 41A 20 51A 184
3B 280 23B 34 41B 13 51B 103
4A 17.5 24A 103 42A 90 52A 175
4B 43 24B 67 42B 65.5 52B 36
5A 268 27A 50 43A 48 56A 34
5B 226 27B 1024 43B 24 56B 80
8A 272 31A 202 44A 35 58A 80
8B 296 31B 144 44B 22 58B 60
9A 417 33A 99 45A 81 59A 29
9B 343 33B 172 45B 121 59B 158
10A 386 35A 135 46A 104.5
10B 767 35B 196 46B 1485
15A 35 36A 325 47A 17
15B 47 36B 684 47B 85
17A 82 38A 145 48A 60
17B 825 38B 44 48B 104

Los productos de PCR con una longitud de 498pb (fragmento amplificado sin restriccion
enzimatica) fueron visualizados en gel de agarosa al 2%. Se comprobé que eran del tamafio

esperado y una fotografia representativa de uno de los geles se muestra en la figura 15.
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Posterior a la reaccion de restriccion enzimatica, los productos de la misma fueron

analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 4% y sometidos a luz UV para

identificar el polimorfismo A2756G de MTR (Fig. 16).
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6.3.  Frecuencia del polimorfismo A2756G de MTR

Las frecuencias genotipicas del polimorfismo A2756G de MTR se muestran en la gréfica 9.
La frecuencia del genotipo AA, fue 0.75 (75.8%) tanto en los pacientes como en sus
madres. La frecuencia de heterocigotos AG en pacientes y madres fue de .024 (24.2%) y
0.21 (21.2%) respectivamente. No se encontraron pacientes homocigotos GG y este

genotipo solo fue observado en una de las madres 0.3 (3%).

Por otra parte, la frecuencia para el alelo A en los pacientes con LPHNS fue de 0.88 y de
0.12 para el alelo; mientras que en las madres las frecuencias alélicas fueron 0.86 y 0.14

respectivamente.

Frecuencia de genotipos para el polimorfismo
A2756G del gen MTR en pacientes y sus madres (%)

M Pacientes M Madres

AA AG GG

Gréfica 9. Frecuencias genotipicas del polimorfismo A2756G de MTR en pacientes y sus madres.
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6.4.  Relacion genotipo-fenotipo

La relacion entre genotipos y fenotipos de los pacientes demostro la frecuencia mas elevada

para el genotipo homocigoto silvestre AA en la mayoria de los fenotipos (Gréfica 10). En

el fenotipo de labio hendido y paladar hendido unilateral, el lado derecho presenta una

mayor frecuencia de heterocigotos AG (33.3%) comparado con el lado izquierdo (26.7%).

gen M TR y fenotipo de los pacientes (%)
EAA BAG mGG

100.0

Relacién entre genotipo para el polimorfismo A27560G del

85.7
66.7 7333
33 67
4.3
0.00.00.0 0 0 0
-

LHD LHI LPHD LPHI

Gréfica 10. Relacién entre genotipo y fenotipo en los pacientes.
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Al hacer la relacion entre genotipo materno y fenotipo de los pacientes, el genotipo
homocigoto silvestre materno presentd la mayor frecuencia para el fenotipo de labio y
paladar hendido izquierdo (56%). Por otra parte, las madres heterocigotas tuvieron en un
43% el fenotipo de labio y paladar hendido unilateral derecho en sus hijos y el 23% para el

fenotipo bilateral (Grafica 11).

Relacidn entre genotipo materno para el polimorfismo
A2756G del gen MITR y fenotipo de los pacientes (%)

mLHD mLHI LPHD mLPHI mLPHB

100

AA AG GG

Gréfica 11. Relacion entre genotipo materno y fenotipo de los pacientes.
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6.5.

Determinacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg

La determinacion de las frecuencias genotipicas y alélicas se calculé mediante el método de

la cuenta génica simple, los valores correspondientes se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Célculo de frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A2756G del

gen MTR en la poblacién estudiada.

Pacientes con LPHNS

Genotipo | Numero de | Frecuencia | Alelos A | Frecuencia | Alelos G | Frecuencia
individuos | genotipica de alelo A de alelo G
AA 25 0.76 50 0.88 0 0.12
AG 8 0.24 8 8
GG 0 0 0 0
Total 33 58 8
Madres de los pacientes

AA 25 0.76 50 0.86 0 0.14
AG 7 0.21 7 7

GG 1 0.3 0 2
Total 33 57 9

Muestra total (pacientes y sus madres)

AA 50 0.76 100 0.87 0 0.13
AG 15 0.23 15 15

GG 1 0.02 0 2

Total 66 115 17
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Se desarrolld el andlisis para determinar si esta poblacién se encontraba en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Los valores correspondientes para cada variable se presentan en las

Tablas 9y 10. En la Tabla 10 se muestran los valores correspondientes, segun la formula:

p2+2pq+ 2= (p+qPR=1

Tabla 10. Equilibrio de Hardy-Weinberg desarrollado

Pacientes con LPHNS

p=A 0.88 p2 0.774
2pq 0.211
q=G 0.12 q 0.014
Madres de los pacientes
p=A 0.86 p2 0.739
2pq 0.240
q=G 0.14 q° 0.019
Muestra total
p=A 0.87 p2 0.756
2pq 0.226
q=G 0.13 q° 0.016

La prueba y* de Pearson permitié calcular la diferencia entre una distribucion observada y
otra esperada, indicando en qué medida las diferencias entre ambas son explicadas por azar

(Tabla 11), empleando la férmula:
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Tabla 11. Valores obtenidos y utilizados para la prueba y* de Pearson

Pacientes con LPHNS ~ Genotipo Observado  Esperado  (0-E)“/E 1
(®) (E)
AA 25 25.48 0.009
AG 8 7.03 0.134
GG 0 0.48 0.485
0.628
Madres de los pacientes
AA 25 25.48 0.009
AG 7 7.03 0.0
GG 1 0.48 0.547
0.557
Muestra total
AA 50 50.07 0.0
AG 15 14.83 0.002
GG 1 1.10 0.009
0.0108

Los resultados de ¥ (0.628 para pacientes, 0.557 para sus madres y 0.0108 para la muestra

total) se buscaron en las tablas de distribucion para y? y se encontrd un valor de p>0.7, 0.75

y 0.9 respectivamente, concluyendo que la poblacion se halla en equilibrio de Hardy-

Weinberg (Tabla 12).

Tabla 12. Distribucion simplificada de 2.

v/ip| 0.5§ 0.6 0,65 0,7 0,75 0.8 0,85 0.9 095 | 00975
1§ 03573 | 02750 | 020590 | 01485 | 01015 | 00642 | 0.0358 | 00158 | 00039 | 0.0010
2 119057 | 10217 | 08616 | 07133 | 05754 | 04463 | 03250 | 02107 | 01026 | 0.0506
3 | 21005 | 18692 | 1.6416 | 14237 | 12125 | 10052 | 07978 | 05844 | 03518 | 02158

El rectangulo en rojo (para muestra total) y en azul (para pacientes y sus madres por separado) sefiala los
valores de p utilizados en este anélisis.
p = Probabilidad de encontrar un valor mayor o igual que x? tabulado
v = Grados de Libertad (sefialado en verde).
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VII. DISCUSION

El labio y paladar hendido es una de las principales malformaciones congénitas en la
poblacion infantil mexicana. Su etiologia es compleja al presentar un patrén de herencia de
tipo multifactorial, en donde participan factores tanto genéticos como ambientales. Uno de
los factores propuestos para explicar este desarrollo anormal, es la presencia de diferentes
polimorfismos en genes implicados en el metabolismo del &cido folico y de la

homocisteina.

La presente tesis tuvo como objetivo principal determinar la frecuencia del polimorfismo
A2756G del gen MTR en pacientes, que acuden al Hospital Infantil de México Federico
GOmez con diagndstico de labio hendido con o sin paladar hendido no sindrémico, y en sus

madres.

Se realiz6 estudio tanto clinico como molecular y se establecid la relacién fenotipo
genotipo. Entre los pardmetro analizados se encuentra el género de los pacientes. El mas
afectado en este estudio fue el masculino, ya que 70% de los pacientes fueron varones. Este

dato concuerda con lo reportado en la literatura internacional.’

La determinacion del género mas frecuentemente afectado tiene trascendencia por varias
razones, entre otras matiza el asesoramiento genético ya que una de las consideraciones
para otorgarlo en la herencia multifactorial es que si un género esta predominantemente

afectado, el riesgo de recurrencia serd modificado dependiendo del género del proposito.
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La mayoria de los pacientes analizados en esta investigacion se encontraba en las etapas
preescolar y escolar. Sin embargo, la mayoria de los pacientes estudiados acudieron al
HIMFG a diagndstico y tratamiento desde la etapa neonatal, continuando su tratamiento

meédico y quirdrgico durante varios afios hasta la actualidad.

En el andlisis de los antecedentes heredofamiliares se observé que aproximadamente un
tercio de los pacientes tenia uno o mas familiares con LPHNS. Interesantemente, ninguno
de los familiares afectados fue de primer grado, resultado que Ilama la atencion ya que se
ha estimado que el riesgo de recurrencia para familiares en primer grado (definido como la
prevalencia de hendidura en familiares en primer grado comparada con la prevalencia en la
poblacién) va de 24 a 82 veces mas’® y tal estimacién se considera de utilidad en el
asesoramiento genético. Lo que podria haberse supuesto es que de haber algin antecedente
familiar este fuera en primer grado. Sin embargo, debe considerarse que el tamafio de la

muestra es pequefio por lo cual este resultado podria modificarse al analizar mas pacientes.

En relacién al lugar de origen y residencia de los pacientes que participaron en el estudio
predomind la zona centro (Distrito Federal y Estado de México), y solo 2 pacientes
provenian de Guerrero y Oaxaca. El dato anterior es lo esperado por la ubicacion de nuestra
institucion ya que atiende principalmente a pacientes de la Ciudad de México y zona

conurbada.

Una de las estrategias utilizadas para modificar y disminuir el riesgo de presentacion de
defectos al nacimiento es la ingesta de acido folico. Esta situacion se esta estudiando en

relacion al labio y paladar hendido. La asociacion de polimorfismos en el gen MTHFR con
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riesgo aumentado de defectos de tubo neural supone un efecto protector del uso de acido

folico.”

De manera interesante, un estudio demostrd que la prevalencia de hendiduras orofaciales
fue méas alta en el grupo de mujeres tratadas con &cido folico a dosis alta (2.5mg) a
diferencia del grupo tratado con dosis baja (1mg).”* Sin embargo, esta asociacién puede ser
confundida por otros factores de estilo de vida asociados como el uso de multivitaminas y a

gue existe un solo estudio con este resultado.*

En México la NOM-034-SSA2-2002 para la prevencion y control de los defectos al
nacimiento (asi como las campafias de promocion de salud) informan sobre los beneficios
de la ingesta de acido fdlico para la prevencion de defectos congénitos del tipo de
alteraciones del tubo neural, estableciendo la toma de 400 microgramos tres meses previos

a la concepcidn y los primeros tres meses del embarazo.

En el presente estudio la mayoria de las madres (73%) no ingirié acido folico antes del
embarazo ni durante el mismo. El 27% de las madres ingiri6 acido félico generalmente
hasta el segundo trimestre. Este dato llama la atencién porque se esperaria que esta
poblacion estuviera informada y familiarizada con los beneficios del uso de acido fdlico

para prevencion de defectos al nacimiento.

Durante la actualizacion de la historia clinica realizada a los pacientes y sus madres nos
percatamos de que algunas de ellas ya estaban nuevamente embarazadas y referian no haber

ingerido el acido folico de manera adecuada, suponiendo que el consumo debia ser durante
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el embarazo. Este dato y a pesar del tamafio de la muestra, sugiere que se debe incrementar
la conciencia social sobre la funcion protectora del &cido félico contra los defectos del tubo
neural y trabajar en el marco de la promocion de la salud, tomando en cuenta el

componente ambiental involucrado en la etiologia del LPHNS.

Los resultados de este estudio en relacion a los datos clinicos de labio hendido con o sin
paladar hendido demostraron que la presentacion mas frecuente fue LPHNS unilateral
izquierdo, dato que también est4 de acuerdo a lo reportado en la literatura.”® No existe

todavia una respuesta clara a por qué es mas frecuente la presentacion unilateral izquierda.

En cuanto al andlisis de los genotipos de los pacientes y sus madres, la frecuencias
genotipicas encontradas en este estudio para el polimorfismo A2756G del gen MTR, y
como se describe en la seccion de resultados, predomind la presencia de homocigotos
silvestres AA tanto en los pacientes como en sus madres (~76%). En relacion al genotipo
heterocigoto AG, éste fue el segundo més frecuente (Tabla 13), mientras que el genotipo
homocigoto mutado GG no fue encontrado en los pacientes y solamente se present6 en una

de las madres.

En México, aun no se conoce la frecuencia del polimorfismo A2756G del gen MTR en
poblacion general pero si existen diversos estudios llevados a cabo en otros paises en donde
se establece que en general e independientemente de la poblacion estudiada, la frecuencia
del genotipo GG es de 1 a 6%.°*™° Si bien no se ha hecho este estudio en nuestra poblacién,

una situacion hipotética seria que esta frecuencia se encontrara de manera similar en
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poblacion mexicana, por lo que quedaria la pregunta de si este genotipo es més frecuente en

la poblacion de pacientes y/o sus madres.

La consideracion anterior es interesante porque Mostowska® demostré que las madres de
hijos con LPHNS presentan una mayor frecuencia del genotipo homocigoto mutado GG,
comparadas con madres control en poblacion polaca. En el presente estudio sélo una de las
madres presento el genotipo GG (3%), y ningln paciente presento6 este genotipo, por lo que
podria suponerse que la presencia de este genotipo a diferencia de lo reportado por el grupo
de Mostowska®, no es tan frecuente en poblacién de pacientes analizados, sin embargo una

limitante del estudio es el tamafio de la muestra (Tabla 13).

La frecuencia de del genotipo homocigoto GG del polimorfismo A2756G del gen MTR en

las madres fue de 3%, porcentaje similar al que presenta la poblacién general

norteamericana, europea y asiatica, pero menor a la encontrada en afroamericanos.>>°

Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas en los pacientes con LPHNS y sus madres,
comparadas con las reportadas en otros estudios

Polimorfismo Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
A2756G MTR (%)
AA AG GG A G

Presente estudio* Pacientes 76 24 0 0.88 0.12
33 pacientes y 33 madres Madres 76 21 3 0.87 0.14
Mostowska®” Pacientes - - - - -
122 madres Madres 56.6 385 |49 |0.76 0.24
Brandalize” Pacientes 60 37 3 0.79 0.21
114 pacientes y 110 madres Madres 64 33 3 081 0.19

*X? de 0.0108, p 0.95-0.90 con 1 grado de libertad.
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Las frecuencias alélicas obtenidas aunque con discreta variacion, practicamente fueron
similares a las presentadas en otros estudios realizados en pacientes y en sus madres en
otras poblaciones, siendo méas frecuente el alelo A (tabla 13). Hasta donde sabemos, solo
existe un antecedente de estudio de la frecuencia del polimorfismo A27356G en poblacion
mexicana en padres de hijos con anencefalia y poblacién control, reportando una frecuencia
del genotipo AA de 0.88 y de 0.20 para el genotipo AG en los casos. Para la poblacion
control, la frecuencia de AA fue de 0.67, de AG 0.27 y de GG 0.06. La frecuencia del alelo
Ay G en los casos fue de 0.90 y 0.10 respectivamente, mientras que para los controles fue
de 0.81 y 0.19 respectivamente’®. Estas frecuencias genotipicas y alélicas en las madres de
hijos con malformaciones (LPHNS y anencefalia) resultaron similares a las presentadas en

nuestro estudio.

La aplicacion de la ley de Hardy-Weinberg permite determinar si una poblacion se
encuentra en equilibrio génico. Este analisis se basa en las siguientes hipotesis: la poblacién
es panmictica (todos los individuos tienen la misma probabilidad de aparearse y el
apareamiento es al azar); la poblacién es suficientemente grande para minimizar las
diferencias existentes entre los individuos; la poblacion no estd sometida a migracion,
mutacion o seleccion (no hay pérdida ni ganancia de alelos) y finalmente las frecuencias
genotipicas se mantienen constantes de generacién en generacion. El analisis de las
frecuencias genotipicas y alélicas de los pacientes y sus madres que participaron en este
estudio, de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg, demostrd que esta poblacion se encuentra

en equilibrio génico y que tales frecuencias se mantiene estables de una generacién a otra.
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En conclusidn, en este estudio se analiz6 a una poblacién de 33 pacientes con diagndstico
de LPHNS y sus madres. El tipo méas frecuente fue el LPHNS unilateral izquierdo, con
predominio en genero masculino, hubo una baja ingesta de &cido folico por parte de las
madres. El antecedente heredofamiliar mas frecuente fue familiares en segundo grado (no

hubo familiares afectados de primer grado).

Aunque el estudio realizado no nos permite establecer (por el tamafio de la muestra y por
no conocerse la frecuencia del polimorfismo en poblacién mexicana) la relacién existente
entre el polimorfismo A2756G de MTR y la presencia de LPHNS, es de suma importancia
el andlisis de las variantes polimorficas que podrian influir en el metabolismo de folatos,
metionina y homocisteina ya que aportarian informacion nueva sobre los mecanismos

patogénicos.

Con los datos obtenidos en el presente estudio y al igual con lo reportado por Brandalize™,
quien realizd los estudios tanto en poblacion general como en pacientes como LPHNS, los
resultados sugieren que dicho polimorfismo no representaria un factor de riesgo para
LPHNS en la poblacion de pacientes estudiados en el HIMFG, sin embargo, para obtener
una conclusion definitiva seria necesario compararlo con la frecuencia del polimorfismo en

poblacion general mexicana y aumentar el tamafio de la muestra.
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ANEXOS

Anexo 1. Extraccion de ADN gendmico

1. Lisis de globulos rojos

* Se colocaron 300 pL de sangre periférica en un tubo con 900 pL de la solucion de lisis
para globulos rojos, posteriormente se mezcld e incubd durante 1 minuto a temperatura
ambiente, invirtiendo el tubo varias veces durante la incubacion.

* Se centrifugd durante 20 segundos a 13000 revoluciones por minuto (rpm) vy
posteriormente se elimind el sobrenadante con la precaucion de no eliminar el boton
formado.

* Se agitd con vortex para resuspender el boton.

2. Lisis celular

* Se llevo a cabo la lisis de los leucocitos presentes en la suspension resultante del paso 1
para liberar los componentes celulares.

* Se agregaron 300 uL de la solucion de lisis celular y se resuspendié utilizando la pipeta
hasta obtener una solucion homogénea. Los detergentes anionicos contenidos en la solucion

de lisis celular disuelven los lipidos que forman la membrana celular.
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3. Precipitacion de proteinas

* Se agreg6 solucion de precipitacion de proteinas al tubo del paso 2, la cual se encarga de
precipitar las proteinas presentes para obtener un DNA mas puro.

* Enseguida se agit6 vigorosamente en vortex a maxima velocidad durante 30 segundos.

* Se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto, observandose la presencia de un precipitado

café.

4. Precipitacion de DNA

* Se basa en la solubilidad del DNA en distintos solventes. El sobrenadante del paso 3 se
transfirio a un tubo nuevo que contenia 300 pL de isopropanol, se mezcld por inversion
durante 50 segundos asegurando la formacion de una marafia, correspondiente al DNA, y
posteriormente se centrifugd durante 1 minuto a 13000 rpm.

* Se decanto el isopropanol y se agregaron 300 uL de etanol al 70% para lavar el DNA.

* Se centrifuga a 13000 rpm durante 1 minuto y se decanta el etanol cuidando que el boton
no se elimine.

* Se colocan los tubos en un desecador a velocidad media durante 15 minutos para eliminar

los restos de los solventes anteriores.

5. Hidratacion del DNA

* Se resuspende el DNA obtenido del paso 4 en 50 puL de solucion de hidratacion y se

incuba durante 1 hora a 60°C para su posterior cuantificacion y valoracion de su integridad.
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Cuantificacion del DNA

La cuantificacion del DNA se realiz6 mediante espectrofotometria. Debido a los anillos
presentes en las bases nitrogenadas del DNA, esta molécula tiene absorbancia maxima a
260 nm. De esta manera, la lectura a 260 nm permite calcular la concentracién de DNA en
la solucion (ya que presenta una absorcion maxima a esta longitud de onda), teniendo en
cuenta que 1 unidad de densidad 6ptica (DO) corresponde a 50 pg/mL de DNA de doble

cadena.

Para determinar pureza, se utiliza la razon de DNA/proteinas. La abundancia de proteinas
residuales en el extracto se determina midiendo absorbancia a 280 nm. Un DNA adecuado
en calidad y pureza es aquel cuya relacion Axso/Azgo €S de 1.7 a 2.0, mientras que valores

menores a 1.75 indican presencia de proteinas.

La cuantificacion de DNA para este trabajo se realizd6 mediante el espectrofotometro

NanoDropR de la manera siguiente:

=

Mediante programa ND-1000 V3.2.1 se eligio la opcién de &cidos nucleicos.

2. Secargaron 2 puL de agua inyectable.

3. Posteriormente se limpiaron ambos lentes con agua inyectable y se colocaron 2 uL
para el blanco, realizando su medicion.

4. Se coloco la muestra y se realizaron las mediciones.
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Determinacion de la integridad del ADN

La integridad del DNA es necesaria para el adecuado procesamiento de las muestras y la
obtencion de resultados confiables. Para ello esta prueba de integridad se lleva a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, cuya concentracion se utiliza para
fragmentos mayores a 1 kb. La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar
moléculas como DNA y RNA. Los materiales m&s comunes para separar moléculas de
acidos nucleicos son polimeros como la poliacrilamida o la agarosa. Los geles se
comportan como un filtro molecular y permiten separar moléculas cargadas en funcion de
su tamafio y forma. Asi, moléculas de DNA de diferente tamafio, van a migrar de forma
distinta en el gel. La distancia recorrida por cada fragmento de DNA va a ser inversamente
proporcional al logaritmo de su peso molecular, es decir, el desplazamiento de las
moléculas de &cidos nucleicos con carga negativa a través del gel de agarosa por un campo
eléctrico, donde las moléculas de menor tamafio se mueven a mayor velocidad y migran

mas lejos hacia el polo positivo.
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Anexo 2. Reaccion en cadena de polimerasa

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) desarrollada por Kary Mullis en los afios

ochenta, es una técnica de biologia molecular que permite producir un enorme numero de

copias de una secuencia especifica del DNA (amplificarla). EI método se basa en las

caracteristicas de la estructura quimica del DNA y su replicacion semiconservativa.

Fases de la PCR

1.

2.

Desnaturalizacion. En esta fase se aplica una temperatura de 94 a 97°C de 15 a 30
segundos, para romper los puentes de hidrogeno de la doble cadena del DNA y asi

hacerla accesible al apareamiento con los oligonucleotidos.

Alineamiento. Consiste en la disminucién de la temperatura, generalmente entre 55
a 68°C por 30 a 60 segundos, para permitir que los oligonucleétidos (iniciadores o
cebadores) se alineen o hibriden a las secuencias complementarias del DNA blanco.
Las condiciones de alineamiento dependen de la concentraciéon, composicion de
bases y longitud de los oligonucle6tidos. Es una fase critica de la reaccion, ya que

en ella se obtiene la especificidad adecuada.

Extension. Se lleva a cabo a una temperatura intermedia de 68 a 72°C, en la cual la

DNA polimerasa copia el DNA entre las secuencias correspondientes a los

oligonucleotidos.
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Estas tres etapas de la reaccion constituyen un ciclo térmico. El nimero 6ptimo de ciclos es

dependiente del DNA blanco y usualmente va de 25 a 35 ciclos. Cuando cada ciclo térmico

se completa, los fragmentos recientemente sintetizados sirven como DNA molde, y en los

ciclos subsecuentes, el producto predominante sera una sola clase de fragmento de DNA

cuya longitud corresponde a la distancia entre los oligonucledtidos. Asi, la repeticion de los

ciclos origina una acumulacién exponencial de la secuencia amplificada.

Componentes de la PCR

DNA blanco o molde. Corresponde al DNA gendmico en estudio. La concentracion

ideal de DNA blanco en la reaccion es aproximadamente de 300ng a 1jg.

Tag DNA Polimerasa. Es una enzima termoestable recombinante obtenida a partir
de bacterias Thermus aquaticus. Tiene un peso molecular de 93,910 Da y su
temperatura éptima, en la que se observa su actividad maxima es entre 75y 80°C.
Presenta una tasa de incorporacion de nucledtidos (Kcat) de ~150
nucledtidos/seg./enzima. Una preparacion tipica para PCR de 50 pl debe contener

1.25 unidades de Tag DNA polimerasa.

Oligonucleodtidos. También Ilamados iniciadores, cebadores o primers, son
secuencias complementarias a la cadena molde cuya longitud es de 18 a 25
nucledtidos, muestran un contenido de G + C de 50-60% Yy delimitan la region de
interés para su amplificacion. Los cebadores son independientes del volumen de

reaccion e idealmente la concentracion para cada uno es de 0.4 umol.
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Amortiguador. ElI amortiguador para PCR 10X contiene Tris-HCI (pH 8.4) y KCI.
Aporta a la reaccion un pH dptimo para la enzima y es un reactivo dependiente del
volumen de reaccién. Ademas de que el potasio (cation) contenido se une a grupos
fosfato del DNA y neutralizan sus cargas negativas favoreciendo el debilitamiento
de las fuerzas de repulsion entre la cadena molde y los oligonucle6tidos,

estabilizando su hibridacién.

Desoxirribonucledsidos  trifosfatados (ANTP's, 2’-deoxyribonucleoside-5’-
triphosphates). Se utiliza una mezcla de cuatro desoxirribonucleésidos trifosfato
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) para su incorporacién y formacion de las nuevas
cadenas de DNA. Es un reactivo dependiente del volumen de reaccion y

concentraciones de 200 umol proporcionan resultados 6ptimos.

Cloruro de Magnesio (Mg?"). Es un cofactor de la polimerasa. Este cation
proporciona estabilidad al complejo formado por el DNA molde, los
oligonucledtidos y los dNTPs en la reaccién. Su concentracion es dependiente del
volumen de reaccién y una concentracion de 1.5 mmol es adecuada, sin embargo

puede ser determinada empiricamente en base a los oligonucleotidos utilizados.
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Anexo 3. Gel de agarosa

1. Se disolvio 1 g de agarosa en 100 mL de solucién amortiguadora TBE 1X (Tris-
boratos-EDTA), para separar fragmentos menores a 1 kb.

2. Se calento la suspension resultante hasta formar una solucién homogénea.

3. A la solucioén anterior, se le agregd 1 pulL de bromuro de etidio (0.5 mg). Sustancia
que se intercala entre las bases del DNA vy es fluorescente cuando se ilumina con luz
ultravioleta.

4. Posteriormente la solucion se vacié en un molde con peines para formar los pozos y

se dejé polimerizar durante 45 minutos, después se retiraron los peines.
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Anexo 4. Electroforesis

1. El gel se coloco en la cAmara de electroforesis. Los pozos deben de estar cerca del
catodo (polo negativo, color negro).

2. Se agrego solucién de amortiguador TBE 1X hasta cubrir completamente el gel de
agarosa.

3. Después se hizo una mezcla de 15 pL de la solucion DNA en estudio y 1 uL del
amortiguador de carga y se colocd en el pozo correspondiente. EI amortiguador de
carga permite que la muestra tenga el mismo pH que el amortiguador de la cdmara,
proporciona mayor densidad a la muestra para que se dirija al fondo del pozo y
permite la visualizacion de las muestras debido al colorante contenido.

4. Se colocd una escalera de marcador de peso molecular para establecer el tamafio
aproximado del fragmento visualizado.

5. Se tapo la camara de electroforesis y se conectaron los electrodos a la fuente de
alimentacion. Se programo la fuente a 100 voltios y 90 minutos.

6. Una vez terminada la electroforesis se visualizan los fragmentos de DNA mediante

luz UV y se capturé la imagen.
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Anexo 5. Carta de consentimiento informado

“FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO C677T DEL GEN MTHFR Y NIVELES DE
HOMOCISTEINA EN PACIENTES CON CARDIOPATIAS CONGENITAS Y
PACIENTES CON LABIO HENDIDO CON O SIN PALADAR HENDIDO NO
SINDROMICOS”

INVESTIGADORES

Dra. Constanza Garcia Delgado. Dr. Alfredo Vizcaino Alarcon
Investigador Principal Investigador Suplente
Departamento de Genética Departamento de Cardiologia

Estimado paciente y/o tutor:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, el cual es
una investigacion que pretende conocer y entender mejor porque se presenta la enfermedad
que tiene su hijo. Esta investigacion estudia las caracteristicas y los cambios que pudiera
haber en el material hereditario que contiene la informacién para un desarrollo adecuado
del corazon y del labio hendido con o sin paladar hendido, y que, al haber cambios puedan
éstos causar alteraciones en este desarrollo. Por ello esta investigacion puede
proporcionarnos conocimientos que ayuden a otras personas en un futuro.

Queremos que usted sepa que participar en esta investigacion es totalmente voluntario y
que usted puede decidir no participar en el estudio y en este caso no perderia ninguna
prestacion a la que tiene derecho.

Si ustedes estan de acuerdo en participar y dependiendo de la edad y condiciones de su hijo,
ademas de explicarles a ustedes las caracteristicas del estudio podemos también explicarle a
él o a ella, las caracteristicas del referido estudio y solicitar también su consentimiento.

En los parrafos siguientes se describe el estudio.

FINALIDAD DEL ESTUDIO: Su hijo tiene una alteracion del desarrollo que aparece
como una enfermedad del corazon presente desde el nacimiento (cardiopatia congénita), o
labio hendido con o sin paladar hendido. Se sospecha que estas enfermedades tienen varias
causas y una de ellas tiene que ver con alteraciones en el material hereditario, este material
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contiene la informacion para desarrollarnos. A la manera en que estd arreglada esta
informacidn se le llama gen y en el caso de las enfermedades mencionadas se piensa gue un
gen llamado MTHFR podria estar alterado o con cambios llamados polimorfismos, en
especial el polimorfismo C677T y esto contribuiria a que se presentara la enfermedad. El
proposito de este estudio es buscar los posibles cambios en el material genético de su hijo y
el de ustedes, y saber si este gen esta alterado, lo que nos ayudara a saber si realmente este
gen tiene alguna participacion en causar este tipo de enfermedades.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO:

Para este estudio, necesitamos tomarle a su hijo y a usted, una muestra de sangre, mediante
el siguiente procedimiento:

1.- Con una jeringa desechable se le tomara a su hijo y a Usted una muestra de sangre de la
vena del brazo, aproximadamente 2ml. Esta muestra sera usada para el analisis de la
molécula que contiene nuestros genes y se llama ADN.

2.- Queremos que sepa, que no daremos a conocer ninguna informacion acerca de usted ni
de su familia que los pueda identificar, debido a que la informacion que se recabe es
absolutamente confidencial y con fines de investigacion y esta si se publicard en revistas
cientificas internacionales.

BENEFICIOS: Se les daré a ustedes asesoramiento genético con toda la informacion que
llegue a integrarse. Su colaboracidn permitira obtener conocimiento que tal vez ayudara a
otras familias que presenten problemas similares en un futuro.

RIESGOS Y MOLESTIAS: Los posibles riesgos de la extraccion de sangre son los
siguientes: molestia leve en el sitio por donde se le extrajo la sangre; a veces, la formacion
de moretones, desmayos y rara vez infeccion.

COSTOS: Tanto la extraccion de muestras de sangre como las pruebas y cualquier
consulta que usted tenga con el médico para hablar del estudio de investigacion, asi como
los resultados no tendran ningln costo para usted.

Si surgiera algin problema o tuviese usted una pregunta con respecto a este estudio, a sus
derechos como participante en la investigacion o a cualquier lesion relacionada con la
investigacion, debera usted comunicarse con los médicos del departamento de cardiologia o
genética o con el investigador principal al teléfono 52 28 99 17 ext. 1495. Si deseara hablar
con alguien més acerca del protocolo, aparte de los investigadores relacionados, puede
usted dirigirse a la Subdireccion de Investigacion a la ext. 1482. O con la Dra. Verénica
Moran, Jefe del Departamento de Genética a la extension 1495 o al celular 04455 3075
6732
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Le sugerimos que conserve una copia de este documento para consultarla si es necesario.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de
discutirlas y de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consentimiento para participar en

el estudio.

México, D.F. de

del

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de la Madre

Nombre y firma de testigo 1
Parentesco con el paciente
Direccion

(De ser el caso)

Nombre y firma del Padre

Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente
Direccion

EL PRESENTE DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO HA SIDO APROBADO
PARA USARSE ENTRE LOS ANOS DE 2007 Y DE 2010.
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