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Numero de paginas: 101 Candidato para el grado de Doctor en Cienclas
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Area de Estudio: Morfologia

Propdsito y Métoda del estudio: La cresta neural tiene células derivadas del
neurgectodermo que participan activamente en diversgs proceses del desarrollo
dentro de los cuales se encuentran la morfogénesis del sistema nervioso central
(SNC) y estructuras faciales. Las DTN y LH ¢/s PH son anomalias de etiologia
multifactorial que s¢ han asociado con deficiencia de AF y con |a presencia del
polimorfisma C677T de la MTHFR. E! propdsitc de este trabajo fue realizar una
evaluacion morfoldgica d e | os nifios que participaron en el e studio y e stablecer la
correlacion de los DTN con deficiencia materna de AF, concentracicnes plasmaticas
elevadas de Hci y polimorfismo 677T de la MTHFR.

Conclusiones y contribuciones: Los DTN son mas frecuentes en el género
femenino, principalmente de localizacion supenor. Se encontraron como factores de
rnesgo, el uso de insecticidas y la consanguinidad paterna. No mostraran diferencias
significativas los niveles sanguineos de folatos y homocisteina entre casos y
contrales. Na se asocid la presencia de la mutacién C677T y la ocurrencia de DTN y
LH c/s PH en esta poblacion. La frecuencia del alelo T se comporté en forma similar
en la poblacion de mestizas y tarahumaras de la poblacion estudiada.
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CAPITULO UNQ

INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Los defectos al nacimiento, son anarmalidades del desamollc que pueden ser,
anatomicos o estructurales, del crecimiento, maduracion ¢ metabdlicos; de menor ¢
mayor gravedad, que pueden dar lugar a enfermedades debilitantes, discapacidad
fisica & mental y/o la muerte ",

Desde el punto de vista clinico se clasifican como: 1) Malformacién.- es el defecto
morfologico de un ¢rgano, parte de éste, o una region mayor del cuerpo, que resulta
'de un praceso de desamollo intrinsecamente ancrmal desde el inicio. 2)
Desorganizacién o Disrupcién.- es un defecto morfolgico, que resulta de una
alteracion extrinseca o interferencia de un proceso del desamollo normal. 3)
Deformacién.- €s una forma o posicién anonmal provocada por fuerzas mecanicas.
Puede ser intrinseca o extrinseca y 4) Displasia.- es una organizacién anomal de
células dentro de [0s tejidos.

Los defectos congénitos pueden ser visibles al nacimiento (macrascOpicos); ¢ no
visibles (microscdpicos), que se detectan meses o afios después y en ocasiones
hasta que se realiza una autopsia .

1.2 Embriologia

1.2.1 Embriologia del tubo neural

La farmacion del tubo neural se inicia a partir de la placa neural, pliegues neurales y
cresta neural, esta Gltima es una estructura embriologica transitoria y da lugar a
diferentes tipos de células en los vertebradas. Estudios in vitro de estas células
sugieren que antes de su migracidn, muchas de ellas permanecen como
multipotenciales y su diferencigcion ocurre durante la migracion y se asocia a
influencias del medio ambiente @, g placa neural se forma alrededor del dia 18 de



la gestacién sus bordes elevados, los pliegues neurales, inician su unién a nivel del
4° y 6° pares de somitas y prosiguen en forma bidirecional, quedando abiertos los
neuroporos rostral y caudal respectivamente. La parte cefalica formara el encéfalo y
la parte caudal la médula espinal. El neuroporo rostral se cierra alrededor del dia 24
a 25. El neuroporo caudal se cierra dos a tres dias después, completandose asi la
formacién del tubo neural % *, Las paredes del tubo neural constan inicialmente de
un epitelio cilindrico seudoestratificado grueso y a partir de él, ocurre la histogénesis

caracteristica de cada region (Fig. 1)®.
Cresta neural
B1 /&

Figura 1. Cierre de tubo neural. A, esquema dorsal de un embrién, de alrededor de 18 dias, se expuso al quitar el
amnios, mostrando |a placa neural y su plegamiento hacia tubo neural. Este esquema muestra dos cortes
transversales en el A1 se muestra el engrosamiento de I placa neural, en el A2 se observan los pliegues
neurales y surco neural B, esquema de vista dorsal de un embrién alrededor de 22 dias donde se muestra la
fusion de los pliegues neurales. Este esquema muestra un corte transversal 817 donde se muestra el plegamienta
de los pliegues neurales y la ubicacion de las crestas neurales (Tomado de Netter FH. 1988. Sistema Nervioso.)

Los datos obtenidos por Golden y Chernoff ©! en el ratén y en el humano, sugieren
que el cierre del neuroporo anterior es un proceso discontinuo, existiendo cuatro
sitios de cierre. Van Allen y col. ©© proponen cinco cierres separados, o "zippers" en
la fusién normal del tubo neural: El cierre 1 empieza en la regién cervical a nivel del
mielencéfalo y medula espinal entre el 2° y 4° somita y sigue en forma bidireccional;
caudaimente forma el tubo neural toracico y la parte posterior del neuroporo,
rostralmente sigue hasta la parte inferior del rombencéfalo. El cierre 2 se inicia en la
union prosencéfalo-mesencéfalo y también continGa en forma bidireccional;
cefdlicamente cierra estas dos vesiculas y caudalmente termina a nivel de
rombencéfalo. El cierre 3 es unidireccional y empieza adyacente al estomodeo y



contina caudalmente hasta encontrarse con el cierre 2. El cierre 4 tiene lugar sobre
el rombencéfalo donde los pliegues neurales se mantienen separados y el cierre se
realiza por el crecimiento de una membrana que cubre esa regién y se encuentra con
el cierre 2 para completar el cierre del neuroporo rostral o anterior. Lo anterior
corresponde a la neurulacion primaria. Finalmente, el cierre 5 corresponde a la
neurulacion secundaria y sigue a partir del somita 31 (segunda vértebra sacra). Este
cierre termina el dia 28 de la gestacién (Fig. 2), ocurre una diferenciacién de las
células de la eminencia caudal, se cavitan y se unen al tubo neural ©.

Figura 2. Esquema que muestran los cinco puntos de cierre del tubo neural, segin la teoria de clerres multiples
(Tomado de folleto de la Secretaria de Salud del Gobierno del estado de Nuevo Ledn. 2002)

Recientemente se ha propuesto que los embriones humanos tienen dos sitios de
fusién de los pliegues neurales, el sitio alfa y el beta ™. El sitio alfa se encuentra
localizado al nivel del 2° y 3° somita en el rombencéfalo, es bidireccional, su fusién
puede iniciar en rombencéfalo o region cervical, abarca: rombencéfalo, mesencéfalo
y prosencéfalo, con excepcion del labio terminal del neuroporo rostral y en médula
espinal abarca el nivel cervical y tordcico. La fusién beta, es rostrocaudal, se localiza
a nivel del receso preético @,

1.2.2 Defectos del Tubo Neural (DTN)

Estos pueden ser causados por fallas de los pliegues neurales, en la invaginacion,
fusién, diferenciacion y separacion de la superficie ectodérmica: también se ha
sugerido que se reabre en algunos casos © '?. Las bases embriolégicas de la



varniacion clinica en los DTN con diversos grados de severidad y prondstico son
pobremente canocidas .

Cuando falla el cierre del tubo neural en cualquier punto, provoca escape de liquido
cefalorraquideo, debido a esto, no se distiende la vesicula rombencefilica y por lo
tanto no induce al mesodermo circundante, provocando un defecto en la formacion
de las cubiertas mesodérmicas, quedando expuesto un sector del tubo neural y en
cantacta con el liquido amnidtico y este termina deteriorandose. Tambien se forma un
espacio aracnoidec mas engrosado, alterando sus vias de circulacion y haciéndolo
menas permeable a la circulacion del liquido cefalorraquideo, provocando
hidracefalia, anomalia gue acompafia con mayor frecuencia al mielomeningocele !,

La teoria de mdltiples cierres menciona que el ciere 1 puede ser sensible a la
deficiencia de acido fdlico (AF); manifestandose como espina bifida (EB). El cierre 2
a hipertermia y a deficiencia de acido félico; provocanda anencefalia, El cierre 3
raramente fallay sino ciemra puede praducir hendidura craneofacial. El cierre 4 a
hipertermia; puede provocar encefalocele. El cierre 5 a la ingesta de &cido valpraico;
puede provocar meningocele sacro (2 13,

Los DTN se han clasificado como: lesiones abiertas, dependiendo del tejido neural

expuesto (anencefalia y MMC) o cerradas, cuando se encuentran cubiertas por piel
(encefalocele y MC) (19,

Cuando falla el cierre de todo el tubo neural se presenta una craneoraquisquisis. Si el
defecta involucra solo la parte craneal del tubo, esta condicion és llamada
exencefalia, anencefalia o craneosquisis. El defecto andlogo del desarrollo de la
meédula espinal es la raquisquisis 0 mielosquisis. La falla en el cierre del tubg neural
en la region occipital y parte alta de la médula espinal se llama iniencefalia. Defectos
en la fonmacidn del craneo, si el defecto es pequeiio solo se hemian las meninges y
se le lama meningocele craneal, si también se hemia el cerebro, meninges o0 ambos
se le lama meningoencefalocele si contiene una parte del sistema ventricular es un
meningehidroencefalocele. El defecto en el arco vertebral puede dar una EB oculta o
una EB quistica; en esta (ltima el saco herniado puede tener meninges y liquido



cefalorraquideo y se llama EB con meningocele (MC), si la médula espinal también
se hemnia es una EB con mielomeningocele (MMC) (Fig. 3) ©.
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Figura 3. Esquemas que muestran DTN en diferentes niveles (Tomado de Botto LD. 1998. New England J Med.)

Los DTN mas frecuentes son: EB abierta 0 quistica y anencefalia, estos ultimos
pueden sobrevivir en la vida fetal tardia o llegar a término, pero mueren pocas horas
después de nacer. Los nifios nacidos con EB abierta pueden llegar a la vida adulta

con paralisis de los miembros inferiores y diversos grados de incontinencia intestinal
y vesical %17,

1.2.3 Embriologia de cara y paladar

El desarrollo facial ocurre entre la 4% y la 8 semana. Alrededor del estomodeo se
encuentran las prominencias faciales, a las cuales migran células de la cresta neural
y junto con el mesénquima circundante se produce una proliferaciéon celular. La
migracion d e e stas células y sus interacciones regulan la induccién, crecimiento y
muerte celular programada, esto es mediado por dos grupos de moléculas
reguladoras, llamadas factores de crecimiento (FGF y TGF alfa) '®.



Las células de la cresta neural forman componentes del tejido conjuntivo, (cartilago,
hueso y ligamentos) en la region facial y bucal. El estomodeo se encuentra rodeado
por el proceso frontonasal, en el limite superior y a cada lado de éste se encuentra
un engrosamiento ectodérmico, la placoda nasal. Los procesos mandibulares forman
el limite caudal y lateralmente se encuentran los procesos maxilares. Alrededor de la
5 semana las placodas nasales son rodeadas por los procesos nasales,
(nasomediano y nasolateral). Las placodas nasales son los primordios de las narinas
y cavidades nasales. Durante la 6® semana los procesos maxilares crecen y empujan
a los procesos nasomedianos para que se unan entre si en |a linea media y formen
el tabique nasal y puente de la nariz. Después de fusionarse los procesos
nasomedianos descienden formando el segmento intermaxilar (filtrum del labio
superior, porcion incisiva del maxilar y paladar primario). Las partes laterales del
labio superior, el resto del hueso maxilar y el paladar secundario deriva de las
prominencias maxilares. Los labios y las mejillas son invadidos por ectomesénguima
del segundo arco branquial y se diferencian en musculos faciales (Fig. 4) .

Figura 4. Desarrollo de la cara visto de frente A, esquema que ilustra las prominencias que forman la cara durante
la sexta semana. B, micrografia electrénica de barrido de un embrién humano que muestra las mismas
prominencias en forma comparativa. C, esquema que ilustra |a fusién y descenso de los procesos nasomediales
para formar el segmento intermaxilar durante la séptima semana. D, micrografia electrénica de barrido donde se
muestra el segmento intermaxilar. (Tomado de Larsen WJ. 1997 Human Embryology)



El paladar inicia su formacién al final de la 5 semana y termina a la duodeécima
semana, a partir del paladar primaric. Dentro de la cavidad bucofaringea proliferan
tres nuevas formaciones: el tabique nasal, que crece vertical y medialmente y dos
laminas horizontales, llamados procesos palatinos |aterales. Hacia la 6* semana los
procesos palatinos se dirigen hacia abajo en direccion vertical a ambos lados de la
lengua. Cuando la lengua toma su posicion definitiva, estos procesos avanzan hasta
fusionarse entre sl en la llnea media y también con el tabique nasal. De esta manera
ol paladar secundario se une con el paladar primario, qguedando como punto de
referencia el agujero o fosa incisiva. El paladar blando se desarrolla por agregados
mesenquimatosos en el borde posteriar de los procesos palatinas y al final se forma
la Gvula (Fig. 5) @,

Procesos palatinos

Figura 5. Esquema del techo de la boca de [a 7° a | 8® ssmana de gestacion, dorke s indican las sitios ds
fusidn de ks procesgs palatings entre si y can el paladar primario (PP) y el tabigue nasa (TN)l (Tomado de Moore
K.L. 1997 Embriclogia Clinica)

1.2.4 Defectos de labio y paladar

El labio y paladar hendidc son de los defectos congénitos que mas afectan la
merfologia craneofacial, dando un aspecto facial anormal y defectos en el lenguaje.
Es una alteracién que para su resolucion definitiva necesita varios adios '¥.

Los defectos suelen clasificarse con relacion a la fosa incisiva, como hendiduras
anteriores @ pasteriores: las hendiduras antericres afectan labio superior y puede ©
no afectarse la parte alveolar de la maxilar, si la afecta, la hendidura es completa.



Resultan por deficiencia del mesénquima en las prominencias maxilares y segmento
intermaxilar. En las hendiduras posteriores, se afectan al paladar duro y se pueden
extender al paladar blando y Gvula. Estas anomalias son causadas por alteracianes
en el crecimiento de los procesos palatinos laterales que impiden su migracion y
fusibn medial. Puede presentarse un paladar hendido (PH) completo provocado por
falta de acercamiento y fusion de las masas mesenquimatosas de los procesos
palatinos laterales entre sl, con el tabique nasal, con el paladar primario o con
ambos. Las hendiduras qgue afectan el labio superior varian desde escotaduras
pequefias hasta hendiduras graves, que se pueden extender hasta el piso de la
narina a través de la parte alveolar del maxilar y puede ser unilaleral o bilateral, por
la falta de fusion de las prominencias maxilares con las nasomediales ©.

Este tipo de defectos tambien se han clasificado como aislados, son los que solo se
acompafan de anomalias menores, como implantacion baja de pabelldn auricular y
como multiples, las que presentan labio hendido con/sin paladar hendida (LH cfs PH)
y ademas se acomparian de una anomalia mayor o bien integran un sindrome ¥,

1.3 Etiologia

Se asume que la etiologia del 50-60% de los defectos cangénitos en general es de
origen desconocido. El 20-25% son por herencia multifactorial, 6-7% por
anormalidades cromosomicas, el 7-8% p or mutaciones génicas y €l 7-10% es por
agentes ambientales @, La causa ds la mayoria de estos defectos es multifactorial lo
cual implica la interaccién de factares genéticos y ambientales (18 20-21)

Los DTN son tas malformaciones muy comunes en los seres humanos. Se han
descrito como factores de riesgo: hipertermia ‘““?, ingesta de alcohol, diabetes
mellitus, medicamentos anticonvulsivos @¥ y anticonceptivos orales ¥ y mutaciones
del gen de la enzima Metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR), {3

Los factores de riesgo asociados a LH c¢/s PH son: los inhibidares de la enzima
dihidrofolato-reductasa como el trimetroprim, anticonvulsivos % 23 mutaciones de Ia
MTHFR y tabaquismo 9 este ultimo. produce disminucign en los niveles



sanguineos de acido fdlico intraeritrocitario (AFl1), acido folico plasmatico (AFP) y
vitamina B12 (Vit B12) 23.24)

1.4 Epidemiologia

En la mayoria de los paises, la prevalencia al nacimiento de las malformaciones
congénitas es del 2%. En diferentes estudios la frecuencia de malformaciones
congénitas registra variaciones significativas y se deben a factores como: raza,
situacion geografica, aspectos metodolégicos de definicion y deteccion de los
defectos congeénitos "', Se reporta que el primer lugar de DTN lo presentaba la zona
norte de China con una tasa de 58/10,000 y en segundo lugar se encontré México
con una tasa de 31/10,000 ©,

En México el programa nacional de "Registro y Vigilancia de Malformaciones
Congénitas Externas" (RYVEMCE) reporté que aproximadamente uno de cada 50
recién nacidos vivos (RNV) y uno de cada nueve nacidos muertos (RNM) presenta
una o méas malformaciones congénitas externas mayores y/o menores, entre 1978 y
1987 ® En México en el afio 2000, las tasas de DTN de 23,606 RNV y RNM por
10,000 fueron: anencefalia: 8.05, EB: 8.90, encefalocele: 2.12, PH 2.12 y LH ¢/s PH:
13.05; de un ®,

En un estudio de casos y controles realizado en la frontera de Texas-México de 1993
a 1995, de un total de 135 221 recien nacidos, encontraron 197 casos con DTN en
todas las edades gestacionales; 87 fueron de anencefalia, 96 de EB y 14 de
encefalocele con una tasa de 6.4, 7.1 y 1.1 respectivamente por 10,000 RNV,
Establecen como factores de riesgo para DTN la etnia, hispanos de descendencia

mexicana y el estatus socioeconémico 2.

En México, en un estudio de casos y controles realizado de 1978 a 1984, los DTN
observados fueron: anencefalia (55%), EB (38%) y encefalocele (6.7%) de un total de
230,635 RNV y 4,020 RNM, y asociaron como posibles factores de riesgo durante el

primer trimestre d el e mbarazo, a enfermedades de tipo viral del tracto respiratorio



con anencefalia y EB; analgésicos, antieméticas, hipertermia matema y ocupacion
paterna con anencefalia "), En una setie de casos, Canun-Setrano y col., en el
Distrito Federal, de 1979-1986, encontraron una incidencia de DTN de 3.8% en
abortos espontaneos, 6.7% en 6bitos y 0.17% en RNV. Las malformaciones faciales
y DTN en abortos fueron las mas frecuentes ‘**. Hemandez-Arriaga y col. en Ledn
Guanajuato de 1989-1990, en un estudio transversal comparativo, de un total de
16,987 RNV, obtuvieron una tasa para: MMC (1.06%), anencefalia (0.65%),
encefalocele (0.06%) y LH cfs PH (0.53%). Definieron como factores de riesgo
asociados a OTN a: |a deficiencia de folatas, antecedente previo de DTN y ¢bitos
previos '®. Pérez-Molina y Alfaro-Alfaro en un estudio transversal y de casos y
controles en el primer trimestre del embarazo, de 1993-19935, de un total de 43,095
nacimientos >20 semanas, reportaron una prevalencia de anencefalia (40.8%), MC
(33.8%) y encefalocele (5.6%) por 1,000 RNV o muertgs. Encontraron asociacion con
enfermedades cranicas e ingesta de acetaminofén ). Rodriguez-Maran y col., en un
estudioc multicentrico de casos y controles, de 1995-1996, incluyeron 56 casos con
DTN, RNV y RNM, con prevalencias de: anencefalia (69.6%), MMC (21.4%) y con
ambos defectos (8.9%) *. Mientras Hernandez-Herrera y Ortiz-Jalomo en Monterrey
N.L, de 1995 a 1996, en un estudio transversal de un total de 53,290 nacimientos,
repartaron 111 casos con DTN: anencefalia (61%), MMC (54%), encefalocele (22%)
y LH cfs PH (71%) Y.

1.8 Factares de riesgo para defectos de tubo neural
y labio con y sin paladar hendido

1.5.1 Acido félico

1.51.1 Generalidades

El AF es llamado factor de Willis o vitamina B11, B10, Be, U y R. 12, Esta malécula
estq formada por 3 unidades: una pteridina, una molécula de 4acido para-amina
benzaico y uno o seis residuos de acido glutamico unidos por enlaces peptidicos. El
anillo de pteridina puede encontrarse en forma no reducida, parciaimente reducida
{dihidrofolato) (DHF) o totalmente reducida (tetrahidrofalata) (THF), esta Gltima es la

10



forma bioldgicamente activa para ejercer su funcién en el interior de la célula (Fig. 6).
Los folatos son sintetizadas solo por bacterias y plantas, las células animales no
pueden sintetizar e! acido para-amino benzoico ni fijar el primer residua de glutdmico
al AF, por lo que el hombre requiere de la dieta para cubrir sus necesidades ', Los
folatos se presentan en la naturaleza en forma de poliglutamatos, la forma sintética
de AF contienen Gnicamente manoglutamatos 2,
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Figura 6. Estructura molecular del dcido félico (Tomado de Forrellat MB. 1987 Rev Cub Inmunol Hemoter)

.5.1.2 Absorcion y distribucion

E} AF se absorbe por el duodeno y parte aita del yeyuno donde se convierte en un
poliglutamato, éste por una conjugasa se convierte en monoglutamato. Después de
la absorcion activa y pasiva, ios monoglutamatos en las células intestinales son
totalmente convertidos a THF y DHF, los primeros poseen substituciones diferentes
en el anillo 3 y 10 de [a pteridina y son transportados directamente ¢ despues de su
conversion a 5-metil-THF, el 70% de éste se une d ébilimente a |a albimina quien
tiene sitios de poca afinidad a los folatas, el 33% se une a proteinas de alta afinidad.
Posteriormente son trasportados a la circulacion portal en forma de monoglutamates.

La conversidon de folatos a poliglutamatos dentro de la celula garantiza la
permanencia en su interior, encontrandose asi en la mayor parte de los tejides, sdlo
en el higado es movilizado. En el eritrocito el poliglutamato es incapaz de atravesar
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la membrana, por lo que su concentracion refieja [as reservas de esta vitamina, ya
que estas células tienen una vida media de 120 dlas, esto sirve para determinar el
nivel promedio de folatos de un individuo, durante los 3 meses previos. Una pequefia
dosis de AF incrementa los niveles plasmaticos dentro de la siguiente hora y el
tiempo entre la absorcidn y su utilizacion o almacenamiento es de 4 haras, cuando

regresa a sus niveles basales. Cualquier exceso de folatos es rapidamente excretado
por a orina (232),

La absorcion de AF se dificulta con la presencia de ciertos inhibidores de las
conjugasas como los anticonceptivos orales, las legumbres y barbitGricos, lo que
puede traducirse en deficiencia de folatos '?, Los suplementos de AF interfieren con
la absorcidn intestinal de zinc en los humanaos y este es necesario para que el
poliglutamato pase a monoglutamato por lo que se debe asegurar una ingesta
adecuada de zinc cuando se tomen estos suplementos. La vitamina C puede evitar la
oxidacion de las THF y esto ayuda a mantener repleta |a reserva metabdlica de
folatos (2. La utilizacion de folatos también se reduce en condiciones de acidez, o

enfermedades de la mucosa intestinal cuando existe mala absorcidn de los folatos
(32)

1.5.1.3 Funciones

Las funciones del AF son las siguientes: 1) conversion de homacisteina (Hci) en
metionina, los folatos participan en el aporte de grupos metilo al ciclo de la metilacian
para convertir la Hei en metioning, esto ccurre en varios compartimientas celulares
(citosol, mitocondrias y nacleo) & 12 32 tiliza la Vit B12 como cofactor, (nutriente
esencial en la dieta del humano), 2) la conversidn de serina en glicina requiere el
THF como aceptor de un metilo de la serina, esto da como resultade una coenzima
esencial para |a sintesis de timidilato, 3) sintesis de timidilato, el §,10-THF dana un
grupo metilo para la sintesis de timidilato, 4) en el metabolismo de ia histidina el THF
actta coma aceptor de formimine en la conversién de acido formiminoglutamico en
acido glutamico. 5) sintesis de purinas. Los folalos actuan como cofactores para las
enzimas que participan en la biosintesis del ADN y ARN, proporcionan unidades de
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un carbon en la sintesis de novo de las bases del ADN, debido a que los THF
aceptan carbones sencillos de una gran variedad de donantes, esto permite la
replicacion celular (Fig. 7) 92 33.34)

1.5.1.4 Requerimientos de folatos por la madre

La Norma Oficial Mexicana para |a Prevencion y Control de los Defectos al
Nacimiento NOM 034-SSA2-2000, establece que a toda mujer en edad reproductiva
se le recomiende una ingesta diaria de 400 microgramos/dia ((g/dla) o 0.4
miligramos/dia (mg/dia), tres meses previos al embarazo y hasta la semana 12 de
gestacidn.

ATP Pi + PPi
Serina Metionina ———"p S-Adenosil-metionina
THF & 4 A 4
SHMT CCP[OI' €
Metilos
Glicina MS
_/ Producto
5,10-metilen-THF —p 5-Metil-THF v Metilado
MTHFR Homocisteina €—— S_Adenosil-
homocisteina
MTHF CBS
'. . Adenosina
Cistationina
5,10-metenil-THF
h 4
Cisteina

Figura 7. Esquema simplificado de ta homocisteina dependiente de folatos. Las enzimas clave estdn en negritas.
M$, mstionin sintasa; MTHFR, metilentetrahidrafolato reductasa; MTHFD, metilentstrahidrofulato deshidragenasa;
SHMT, serina hidroximatil transferasa y CBS, cistationin p-sintasa.

En mujeres que tengan un hijo previo can DTN o que por su condicion social o
geografica se supone que puedan tener deficiencia de folatos, |a dosis recomendada
es de 4.0 mg/dia, durante el mismo periodo. En Estados Unidos, la agencia de
Alimentos y Medicamentos (FDA) recomienda durante el embarazo y la lactancia 0.8
mg/dia y para las mujeres adultas 0.4 mg/dia "%,
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1.5.1.5 Requerimientos de folatos por ¢l feto

Las células embrionarias y fetales son totalmente dependientes del aporte de folatos
matemcs para su multiplicacion. El desarollec normal del tubo neural y la cresta
neural requieren de: 1) ingesta matema adecuada de folatos, 2) transporte adecuadao
de folatos durante el cierre del tubo neural, 3) expresion y funcidn nommal de los
receptares de folalos (RF) en placenta y en células de la cresta neural y 4) regulacion
coordinada de RF para mantener los requerimientos de folatos y la capacidad
proliferativa de las células de la cresta neural y del tubo neural durante ia
embriogénesis. Si hay sobreexpresion de RF o deficiencia de folatas, esto provoca
una reduccion en la proliferacion de células del saco vitelino, tuba neural,
citotrofoblasto placentario y células de la cresta neural produciendo serias
consecuencias en el feto 49,

La entrada de folatos a la célula y el transporte matemo-fetal transplacentario es
mediada por los RF. Estos son criticos para el desarrollo del tubo neural y la cresta
neural. El receptor alfa, se encuentra ubicado en toda [a placenta, fisioldgicamente es
el mas relevante, la reduccién de estos receptores en placenta disminuye la
distribucion de folatos fetales. Los folatos probablemente atraviesan la placenta por
difusion pasiva ©%,

Los requerimientos de folatos en el embarazg aumentan porque: 1) disminuye su
absorcion, 2) existe un rompimiento acelerado de folatos a p-aminobenzoilglutamato,
3) hay una mayor pérdida por via urinana y 4) hay mayor transferencia fetal {12 338
El contenido de folatos placentarios y fetales al término del embarazo es de 0.8
mg/10Q g; por lo tanto la sangre fetal tiene un nivel mayar de folatos que la sangre
materna, con una relacion de 3:1 "2, indicando que hay una transferencia placentaria
activa 99,

1.5.1.6 Deficiencia

La ausencia de AF y Vit B12 0 ambas origina una incorporacién errdnea del
desoxiuridin-trifosfato (dUTP) a la cadena de ADN, originando muchas escisiones,
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resintesis y reparaciones sobre la regidn en que deberia haber desoxitimidin-
trifosfato (dTTP). Esto trae consigo una sintesis mas lenta o un ADN alterado,
manifestandose en médula Gsea como células megaloblasticas caracterizadas por un
nucleo inmaduro con relacion al citoplasma. La disminucidn del folato sérico se
detecta a las 3 semanas. Su disminucidn provoca hipersegmentacion de los
neutrdfilos, macroovalocitosis de los eritrocitos, cambios megaloblasticos en médula
Osea y después de 4 meses y medio aparece la anemia 2,

1.5.1.7 Estudios relacionados caon el consumo de acido folico

a) Con refacion a DTN.

Hay evidencias de que el riesgo de DTN se disminuye con suplementos de AF en el
periodo periconcepcional *®. Altas dosis de folatos en este periodo (6 mg diarios)
pueden prevenir defectos orofaciales y reducen el riesgo de defectos del tracto
urinario, asi como malformaciones troncaconales de corazon €559,

Evidencias bioguimicas y epidemiologicas han sugerido que el problema se origina
en la captacidn y/o metabolismo de las celulas maternas y fetales, y no en
cantidades suficientes de folatos en los alimentas @9,

En un estudio de casos y controles realizado en la frontera de Texas y México
calcularon la ingesta de folatos a traves de un cuestionario, sus resultados sugieren
que los suplementos de AF no protegen a esta poblaciéon de los DTN, posiblemente
se debe a que ingieren el AF en forma de poliglutamato (razén de Momios (OR)
ajustado = 1.12; 95% Intervalo de confianza (IC): 0.22-5.78) ©%,

En la region norte y sur de China, donde presentaban Indices elevados de
embarazos con DTN (4.8/1000, 1/1000 respectivamente), realizaron un estudio de
cohorte, para determinar la eficacia del AF. La proporcion disminuy6 a 1/1000 en el
norte y 0.6/1000 en el sur. El uso de 400 (g diarios de AF en el periodo
periconcepcional disminuyd el riesqo de recurrencia en un 72% “0,
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Mulinare y col., realizaron un estudio de casos y ¢ontroles en el cual encontraron un
efecto protector contra la ocurrencia de DTN en la raza blanca (OR para todos los
DTN: 0.40 (IC 95% 0.25-0.63), para anencefalia: 0.48 {95% Cl 0.25-0.91) y para EB
034 (95% IC 0.18-0.64) con el usc de multivitaminicos en el periodo

periconcepcional y en el primer trimestre del embarazo “'.

Daly y col., realizaron una prueba clinica para ver la dosis minima efectiva de AF con
la complementacion de alimentos en la prevencion de DTN, admitieron 121 mujeres
con concentraciones de AFl entre 150 y 400 (g /L, las distribuyeron en forma
aleatoria en grupa placeba, 100, 200 y 400 (g diarios de AF. Con los incrementos de
folatos observados en sangre calcularon una reduccion para DTN en los grupos: Par
lo tanto consideran que los DTN pueden prevenirse un 50 a 70% 2.

Se realizd un estudio de comparacion concumente en zonas urbanas y rurales del
estado de Nueva Ledn, México, de 74 mujeres, 39 de ellas presentaron antecedente
de un hijo con DTN y recibieron 5 mg de AF por semana durante tres meses, se
incrementaron los valores de AFl y AFP en el 90% del grupo. Antes de la
administracidon semanal de AF, el 37.5% de |las mujeres tenian valores superiores a
160 ug/ml y después el 81.2% “9,

En un estudio multicentrico de casos y controles realizado en el area rural de
Chihuahua, Durango y Zacatecas, se concluyd que la deficiencia de folatos
constituye una de los principales factores de riesgo asociados a DTN (RM 11.1; IC
95% 1.2-106.2 p=0.04) 2,

b) Con relacion a LH ¢/s PH.

Werler y cal., realizaron un estudio multicéntrico de casos y controles, donde
observaran un OR estadisticamente significativo con el uso de multivitaminicos antes
del periodo periconcepcional para prevenir paladar hendido y defectos en el tracto

urinario, pero no tienen claro cual nutriente o combinacion puede disminuir el riesgo
(44)
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Shaw y col., realizaron un estudio de casos y controles en fetos y recién nacidos con
anomalias orofaciales, donde encontraron un OR de 0.50-0.73 dependiendo del
fenctipo de la hendidura, en madres que usaran multivitaminicos que contenlan AF
un mes antes y dos después de la concepcion disminuyendo el riesgo de tener un
hijo con hendiduras orofaciales en un 25-50%, aunque no se asocid al AF

especificamente, atribuyéndose este efecto a otro componente del multivitaminico
an

Hayes y col., realizaron un eshudio de casos y cantroles, dande intentaron probar que
el suplemento de AF durante el periodo periconcepcional reducia el riesgo de
hendiduras orofaciales. Sus hallazgos (hendiduras orofaciales: OR 1.1 IC 95% 0.8-
1.7, paladar hendido: OR 0.9 (C 95% 0.5-1.6 y LH ¢/s PH: OR 1.3 1C 95% 0.8-2.1) no

asociaron el efecto protector del uso de multivitaminicos para prevenir estos defectos
(38)

1.5.2 Metilentetrahidrofolato reductasa

1.5.2.1 Generalidades

La enzima MTHFR, cuyo gen se localiza en el cromosoma 1 (1p36.3), cataliza |a
reduccién de §,10 metilentetrahidrofolato a § metilentetrahidrofolata, el cual esun
precursor critico en la cascada de reacciones que permiten la metilacion de muchas
substancias bioldégicamente importantes.

En 1994 fue clonado el gen de la MTHFR y desde entonces, se han descubierto 18
mutaciones, de éstas, 14 son muy raras y se han reportado como variables
asociadas a deficiencia muy severa de la actividad de la enzima (0-20%). Las otras 4
mutaciones son relativamente comunes y muestran diferentes grados de deficiencia
enzimatica. La primera mutacion identificada fue la C877T y ha sido extensamente
estudiada en diversas poblaciones, particularmente asociada como factor de riesgo
para enfermedades de arterias coronarias ¥y DTN. Se identificé una variacion
polimarfica en la pasicion C677T del nucledtido, involucranda el cambio de [a base
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citosina (C) por la base timina (T}, resultanda una substitucion del aminoacido valina
(GTC) por alanina (GCC) “9 La enzima resultante de la traduccién de esta mutacidn,
muestra una reduccion hasta de un 50% en la capacidad de donar grupos metilo a la
enzima metionina-sintetasa, presentando un aumento sérico de Hci.

La segunda mutacion identificada es la que se encuentra en la posicion A1298C del
nucledtido, en el mismo gen de la MTHFR, esta variacion polimérfica esta
involucrada en el cambio de una base de adenina por citosina, resultando una
substituciéon de glutamina (GAG) por alanina (GCG), en el exon 7. Con esta mutacion
se reduce la actividad de la MTHFR siendo més marcado en los homocigotos; no se
encuentra asociado con altas concentraciones plasmaticas de homocisteina (Mci) o
con bajas concentraciones de folatos coma en la mutacién GE77T .47

La heteracigacidad combinada de C677T y A1298C en la madre o en el producto, se
ha relacionado con una disminucion de la actividad de la MTHFR y representa un
factor de riesgo para DTN, dando altas concentraciones plasmaticas de Hci y bajas
de folatos (4% 4! S e ha reportado que suplementos de AF disminuyen | os niveles
séricos de Hci asaciados con la mutaciéon 677T, la frecuencia de este alelo en ciertos
grupos étnicos tiene una alta correlacion con la incidencia de DTN “?). Es posible que
este sea un mecanismo bioldgico del AF para prevenir DTN relacionados con la
mutacion de esta enzima, esio es comun entre los hispangs, menos comuin en
mujeres blancas no hispanas y raras en mujeres negras. El estado homocigoto para
la mutacion CE77T es un factor de riesgo para EB y anencefalia. El genotipo solo, na
es un determinante critico, es ulterior al efecto interactivo entre el genotipo y los
niveles de folatos © “® Se describe en fetos no viables la existencia de la
combinacion 677CT/1298CC y 677TT / 1298CC “®

1.5.2.2 Estudios de Metilentetrahidrofolato reductasa

En un estudio de casos y controles realizado par Martinelli y col., en Italia en el cual
estudiaron madres con hijos que tenian LH c/s PH, presentaron mayor frecuencia de
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los genotipos CT o TT (OR: 2,75, 95% IC 1.30-5.57) comparados con |os controles
(OR: 2.61, IC 1.00-6.14), resultados que sefialan el efecto del genotipo materno .

Mills y col., realizaron un estudio en EUA para ver la prevalencia en ifandeses de la
mutacion C677T en sujetos con hendiduras orofaciales. Este defecto fue tres veces
mas frecuente en paladar hendido 25.9% (OR de 3.23, 95% IC 1.32-7.86, p=0.02) y
en LH c/s PH fue de 15.2%, (OR 1.65, 95% |C 0.81-3.35, p=0.20) ",

En México en un estudio multicéntrico, encontraron una prevalencia de 34.8% del
genotipo TT, en mujeres de una poblacién sana, en edad reproductiva. Admitieron en
€l estudio solo a mujeres nacidas en México, descendientes de cuatro generaciones.
Observaron una frecuencia de 0.59 del alelo mutado. Este resultado puede ser
representado como un marcador genetico caracteristico de algunas etnias indias
americanas en nuestra poblacion ¥,

En Guadalajara, Jalisco en un estudio de casos y controles no pareados, padres
mestizas de nifios con DTN fueron comparados con diferentes grupos étnicos como:
Huicholes, Mestizas, Tarahumaras, Purépechas y Caucasicos. Se encontrd una
frecuencia alélica de la mutacion C677T en los mestizos (44%), en los Huicholes
(56%), en Purépechas (57%); sefialando que esta mutacién no es el principal factor
para DTN ©2 Diferencias significativas en la frecuencia de madres homacigotas (TT)
de hijos can DTN (39.5%) ¥ en los controles (9.1%) se observaron en un estudio de
casas y controles en el estado de Nuevo Leén. La frecuencia alélica fue de 0.55 y de
0.36 para casos y controles respectivamente . Otros autores han encontrade

también estas diferencias genotipicas .

En un estudio de casos y controles realizado por Volcik y col. en EUA, se realizd un
estudio para determinar la frecuencia de la mutacion C677T y A1298C en casos de
EB, en sus padres y en controles, en hispancs con descendencia mexico-americana.
Las madres hispanas homocigotas con la mutacion C677T tienen un factor de riesgo

para EB en niveles altos .
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Botto y col., informan que en California encontraron que el alelo C677T no se asocid
con aumento en el riesgo de LH ¢/s PH (OR 0.9; 95% IC: 0.6-1.4). Sin embargo en la
poblacién Ilandesa este alelo se asocié con un incremento en el riesgo de PH (OR
3.2; 95% IC: 1.3-7.9) y posiblemente para LH c/s PH (OR 1.6; 95% |C: 0.8-3.4)*7,

1.5.3 Homocisteina

1.5.3.1 Generalidades

La Hci es un aminoacidao sulfatado que no es un constituyente de la dieta normal y es
la Unica fuente de metionina; se puede encontrar en forma reducida u oxidada, esta
se encuentra en niveles bajos normalmente durante el embaraza. La Hci se convierte
a metionina solo en presencia adecuada de folatos ¥, Dos enzimas mantienen la
homeostasis de |a Hci en las células de todos los tejidos: la metionin-sintetasa y la 5,
10 MTHFR. Con la participacion de Vit B12 como cofactor y el 5-MTHFR como
donador de! grupo metilo, la metonin-sintetasa cataliza 18 remetilacion de Hgi a
metionina. La Hci puede ser degradada irreversiblemente por la cistationina p-
sintetasa, esta requiere vitamina B6 como cofactor ©®, La disfuncidn de las enzimas
o una inadecuada cantidad de cofactores puede dar altas concentraciones de Hci ¢,

La mutacion C677T de la MTHFR se asocia cominmente a elevaciones moderadas
de Hci “> %) Niveles elevados de Hci se han asociado a; DTN, preeclampsia,
placerta previa, retardo en el crecimiento fetal, abortos tempranos, arteriosclerosis y
trombasis venosa 49 %- 5. 58.59)

1.5.3.2 Estudios de Homocisteina

El genotipo TT se encuentra asociado con concentraciones plasmaticas
moderadamente elevadas de Hci cuando las concentraciones de folatos estan bajos
0 por debajo d el rango normal **_ L a hiperhomocisteinemia materna con 0 sinla
mutacién C677T se ha asociada con un incremento en el riesgo de DTN en el feta &)
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1.6 Otros factores que producen defectos de tubo neural
y labio hendido con y sin paladar hendido

1.6.1 Fumonicinas

La dieta basada en maiz en forma de tortillas es un alimento muy utilizado enla
frontera de Texas-México y sur de California. Las fumonisinas, micotoxinas dei maiz,
fueron relacionadas por su efecto tdxico y carcinogenetico en varias especies de
animales, aunque los efectos en humanos son desconocidos. Recientes
experimentos in vitro han mostrado que la fumonicina B inhibe al receptor de los
folatos, mediante inhibicién competitiva en el transporte del 5-metiltetrahidrofolato. El
receptar de los folatos se encuentra en la membrana, enriquecida con calesteral y
esfingolipidos, este receptor es un glucosilfosfatidilinositol (GP[)-unido a proteinas.
La fumaonicinas son esfingocinas andlogas e inhiben la reaccion catalizada por la
sintesis de ceramida dando como resultado una baja en la sintesis de esfingocinas y
una interrupcién de la funcion celular dependiente de éstas % % También se ha

mostrado que detiene el ciclo celular en fase G1 en células renales de monos ®1,

En un estudio en México para evaluar el contenida de fumonicinas en la masa de
tortillas de maiz, se detectd de 1.0-1.8 ppm de B1 en masa y tortillas, los resultados
det estudio sugieren que las fumonicinas estan presentes en altos niveles en la masa
antes d e procesarla o que |a capa superficial no ha sido totalmente remavida por
hidrélisis alcalina, si es parciaimente removida tiene un 31.1% de la toxina de B1 y si
es totalmente removida se reduce hasta un 94.9%, por lo tanto la completa remocion
de la capa superficial y el lavado podria reducir la posibilidad de exposicion a
fumonicinas ©".

1.6.2 Hipertermia

Temperaturas corporales muy elevadas durante un tiempo prolongado, pueden ser
causa de aborto. Cuando fa exposicion se presenta en el periodo critico del
desarrollo, elevaciones bajas por el mismo periodo de tiempo pueden causar la
muerte de ceélulas embricnarias y reabsorcion o anormalidades. Cuando la

temperatura corporal se eleva 2° C de lo nomal, se intemumpen las divisiones
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mitéticas y con 3° C las células entran en apoptosis. Las fuentes de hipertermia
pueden ser: enfermedades, sauna y uso de bafios calientes cuando en estos ultimas
no se respetan los limites de tismpo ?%. Estudios epidemicldgicas sugieren que la
exposicion in Utero a hipertermia produce defectos en el desarrallo en el humano,
ratas, ratones y cobayos de guinea. En cobayos de guinea se afecta el desarrolla
embrionario en los dias 13 y 21. EI E13 es el periodo cerca del cierre del surco neural
y el neuroparo anterior, provocando alta incidencia de DTN y el E21 es el inicio de la
placa cortical ®2, En otro esludio se expuso a ratas de guinea con 10 dias de
gestacién in vivo e in Gtero a temperaturas de 37 °C a los controles y 42 °C a los
casas por 15 minutas, observandose muerte celular por apoptosis en el mesodermo
presomitico y alteraciones en la proliferacion celular produciendo retraso o desamollo
anormal de SNGC, copa dptica, somitas y desarrollo de extremidades, sin embargo al
nacimiento solo se encontraron malformaciones en costillas y vertebras y los
embriones con grandes defectos fueron abortados en etapas tempranas ©2,

1.6.3 Alcohol

En las persanas alcohdlicas se conjugan |a baja ingesta d e alimentos y 1a accién
directa del alcohal sobre los niveles séricos de folatos por bloqueo en la liberacion de
folatos hepaticos a la circulacion, ademas de su efecto destructar sobre la vitamina y
la interferencia en la absorcidn unida al incremento de su excrecion y la disminucian

de su utilizacion 9%,

1.6.4 Antagonistas del acido fdlico

Los antagonistas del AF estan asociadas con un incremento en el riesgo de OTN,
defectos cardiovasculares, hendiduras faciales, defectos del tracto urinario y defectos
en |a reduccion de extremidades. Hay dos grupos generales de antagonistas: los del
primer grupo son inhibidores de la DHF reductasa, los cuales desplazan los folatos
de la enzima y bloquean la conversion de folatos, pertenecen a este grupo el
aminopterin, metrotexate, sulfasalazina, piimetamina, triamtereno y trimetroprim ‘%
) en humanos afecta el metabolismo de los folatos y puede producir anemia
megaloblastica e incrementar la concentracion sérica de Hci. El riesgo relativo (RR)
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de tener defectos de hendiduras faciales usando estos inhibidores fue de 2.6 (95% IC
1.1-6.1). El riesgo para estas alteraciones se incrementa en el 2° y 3° timestres del
embarazo "

El segundo grupo de inhibidores puede afectar otras enzimas en el metabolismo de
los folatos, impidiendo |a absorcidn de los folatos o incrementando su degradacidn, a
este grupo pertenecen drogas antiepilépticas (carbamacepina, fenitoina, primidona y
fenabarbital) ?",

1.6.5 Plaguicidas

Son substancias utilizadas para la prevencion o combate de plagas. Muchas de ellas
son productos tOxicos no selectivas, que atacan también las especies benéficas,
incluso al hombre. El uso excesivo de plaguicidas constituye una seria amenaza,
tanto desde el punto de vista ocupacional como ambiental ®¥, Los plaguicidas por
definicion incluyen insecticidas, bherbicidas y funguicidas Los insecticidas
organofosforados son venenas activos de contacto, ingestion e inhalacion €, inniben
a la acetilcolinesterasa (ACHE) de manera irreversible, la cual se encarga de la
inactivacion de la acetilcolina con lo cual se interumpe |3 transmision de! impulso
nervioso. El acumulo de acetilcalina, ocasiona multiples efectos en el organismo. Los
inhibidores e specificos de la ACHE son |os plaguicidas ¢carbamatos y compuestos
organofosforados 9,

Los organofosforados se absorben por piel, particularmente en ¢l area genital por la
presencia del paniculo adiposo, tractos respiratorio, gastrointestinal, ojos y areas
cercanas a los genitales, siendo estas areas mas susceptibles a 1a absorcidn (¥,
Pueden provocar intoxicaciones agudas y cronicas. Sus posibles efectos a largo
plazo, aunque no han sido totalmente comprobados son: nefrotaxicidad,
mutagenicidad y dafios en la salud repraductiva. ©”

En varios trabajos se ha reportado un incremento en el riesgo de anencefalia y EB en
hijos de trabajadores agricolas ©®Y. En Canad4 asociaron el uso de guimicos
utilizados en la agricultura con DTN y hendiduras faciales ®®. En Colombia se realizé
un estudio transversal en mujeres trabajadoras de la horticultura y a las esposas de



hombres que trabajan en esa actividad. Se reportd un incremento en abortos
espontaneos, muertes neonatales y un moderado incremento en defectos al
nacimiento, en ambos grupos de mujeres . Se ha descrito como factor de riesgo
para LH ¢/s PH la exposicién a quimicos utilizados en la agricultura 7,
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1.7 JUSTIFICACION

En México las malformaciones congénitas ocupan el duodécimo lugar dentro de las
principales causas de mortalidad general y el segundo lugar dentro de las principales
causas de mortalidad infantil. Se estima que en nuestro pais, cerca de 700,000
recién nacidos por afo estan en riesgo de presentar algin defecto al nacimiento o
padecer alguna de sus secuelas. En Chihuahua, las malformaciones congénilas
ocupan el undécimo lugar dentro de las causas de mortalidad general y el noveno
lugar dentra de la mortalidad infantil. '

La tasa de DTN durante el 2001 en México fue de 3.35/10,000 RNV. En Chihuahua
fue de 4.26 y acupa el noveno lugar en la Republica Mexicana, con respecto a la
presentacion de DTN.

Del grupo de d efectos al n acimiento g eneradores de mayor discapacidad, son los
que afectan al sistema nervioso central, destacando entre ellos los DTN (anencefalia,
encefalacele y MMC que en conjunto representan el 83% del totat de este grupo. La
frecuencia de defectos congénitas del tubo neural al nacimiento es de 19.4/1000 y
labio y paladar hendido es de 1.3/1000 "

Durante las dos ultimas décadas se le ha dado gran importancia a la nutricidn
materna en la ocurrencia de DTN en diversas partes del mundo y también en nuestro
pais. Se han hecho estudios con relacidn a la ingesta de multivitaminicos y AF antes
del embarazo y en sus etapas tempranas. Recientemente en diferentes estudios de
intervencion se ha demostrado que los suplementos periconcepcionales en la dieta
materna con mullivitaminicos y AF o AF sulo, reducen un (70-75%) el riesgo de
recurrencia de DTN %),

Los DTN y LH ¢/s PH tienen particular relevancia por su importante participacion en

la morbimortalidad fetal durante todas las etapas del desarrollo intrauterino, siendo
causa de frecuentes secuelas y muerte entre lactantes y nifios.
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Todos los infantes con anencefalia mueren al nacimiento o pocas horas después, 10s
de EB abierta sobreviven come resultado de un extenso cuidado médico y quirargico,
el riesgo de muerte en estos nifios depende de la severidad de la alteracion y de la
disponibilidad, uso y aceptacion del tratamiento médico y quinirgico. Algunos tienen
severas incapacidades, problemas psicoldgicos y defectos neurolagicos (12,

Se ha calculado que el tratamiento de un nifio con EB cuesta en nuestro medio
alrededor de $80 000.00 pesos durante el primer afio y de $40 000.00 pesos en los
siguientes afios, sin tomar en cuenta el costo moral y sacial de estos problemas “*.

Los nifios con hendiduras orofaciales, LH ¢/s PH requieren tratamiento médico
multidisciplinario, desde los tres meses hasta los 18 ¢ 20 afios de edad, can cirugias,
consultas y rehabilitacion frecuentes, Los estigmas obvios de labio y paladar hendido
pueden constituir una limitacién en el desarrollo psicoldgico del individuo, afectando
importantemente la organizacion social asi como los costos econOmicos para el
cuidado de la salud.

La identificacion de factores de riesgo involucrados en la etiologia de estas
malformaciones, facilitaria €l establecimiento de medidas preventivas para disminuir

su incidencia.

Este e studio a poyado e n otros realizados en atras e ntidades puede a portar d atos
que permitan contribuir a un mejor conocimiento, para establecer un método de
prevencién en nuestra poblacién, no unicamente para reducir los DTN, también otras
malformaciones congénitas (de corazdn, extremidades y del tracto urinario) ®Y;

aseguranda una mejor salud para las madres y sus hijos.
Este trabajo tiene la intencidn de motivar al personal medico para que se realicen

revisiones morfoldgicas sistematizadas a cada recién nacido y se tengan registros

mas explicitos y fidedignos.
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1.8 PROBLEMA

¢ Existe asociaciOn de la deficiencia de AF y concentraciones plasmaticas elevadas
de Hci en madres que tienen hijos con DTN, 6 LH c/s PH y polimorfismo genético de
la mutacion CB877T de la enzima MTHFR en los padres y sus hijos?

1.9 HIPOTESIS DE TRABAJO

Las madres con deficiencia de AF y/o concentraciones plasmaticas slevadas de Hci
y/o la mutacion C677T de la enzima MTHFR tienen mayor riesgo de tener hijos con
DTN o LH c/s PH y los nifios con estas mutaciones tienen mayor riesgo de tener
estos defectos.

1.10 OBJETIVO GENERAL

Establecer la comrelacion de los DTN y LH ¢fs PH con deficiencia materna de AF,
concentraciones plasmaticas elevadas de Hci, polimorfismo geneético de la MTHFR
para comparar estos factores de riesgo con madres que hayan tenido hijos sin estos
defectas congénitos y hacer una descripcion morfoldgica externa en los productos ¢fs
estos defectos conganitos.

1.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.11.1 Agrupar los casos de recién nacidos y lactantes con diagnostico de DTN y LH
cfs PH.

1.11.2 Reunir el grupo control de recién nacidos y lactantes sin defectos congenitos.
1.11.3 Clasificar los DTN segun el sitioc de cierre Clasificacion Internacional de
Enfermedades (CIE 10 ed.).

1.11.4 Clasificar los defectos de LH ¢/s PH (CIE 10 ed.).

1.11.5 Determinar los niveles de folatos en sangre periférica de la madre y su
respectivo control.

1.11.6 Determinar los niveles de Hci en sangre periférica de la madre del caso y su
respectivo control.

1.11.7 Determinar los niveles de Vit B12 en sangre periferica de la madre del caso y
su respectivo control.
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1.11.8 Determinar el polimorfismo de la enzima MTHFR por la mutacion de C677T en
la madre, en el padre y en el hijo con /a alteracisn Yy sus respectivos controles.

1.11.9 Determinar la asociacién entre estos factores predictores y la presencia de
estas malformaciones congénitas.
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CAPITULO DOS
MATERIAL Y METODOS

2.1 Diseiio
Casos y Controles.

2.2 Universo de trabajo

Recién nacido y lactantes con DTN y LH cfs PH y sus padres, con sus respectivos
controles, que se atendieran en el IMSS, Hospital Infantil del Estado, Hospital

General y Hospital C entral U niversitario de la ciudad de Chihuahua de agosto del
2001 a agosta del 2002.

2.3. Grupos de estudio

2.3.1 CASQCS: Reci¢én nacidos y lactantes que presentaron las anomalias de
estudio y sus padres.

2.3.2 CONTROLES: Recien nacidos y | actantes sin anomalias ¢ ongénitas y
sus padres. Se tomaron 4 controles por ¢ada caso.

2.4 Determinacion de tamaiio de la muestra
Todos los casos y sus respectivos controles que se obtengan de la forrma antes
mencicnada en el periodo de agaosta del 2001 a agosto del 2002.

2.5 Criterios de Seleccion

2.5.1 Criterios de Inclusidn

e« CASOS: Padres e hijos: recién nacidos (hasta un mes de edad) y lactantes (2
a 12 meses de edad) con DTN (CIE Q00-Q07 10 ed) y LH c¢/s PH (CIE Q35-
Q37 10 ed) sin ofras alteraciones congénitas externas.

« CONTROLES: Padres e hijos: recién nacidos y lactantes sin anomalias
congénitas externas que pertenezcan al mismo haospital que los casos y
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pareadas por edad del recién nacido y lactante, grupo étnico y nivel
sacioecondmico en el mismo periodo de estudio.

2.5.2 Criterios de Exclusidn

o Madres con antecedentes de diabetes mellitus, epilépticas (con tratamiento
anticonvulsivo), neoplasias.

* Madres que durante el embarazo hayan estado expuestas a agentes
teratogenos conocidos.

e Madres del grupo control que hayan tenido hijos con cualquier defecto
congénita, antecedentes de Diabetes Mellitus, epilepsia y neoplasias.

e Defectos de tubo neural y de labio hendido cfs paladar hendido sindromicos,

« Madres que no acepten participar en el estudio.

2.6 Variables

2.6.1 Variables Independientes

o Deficiencia de AF; dsfiniciin conceptual y operacional: se tomd por
deficiencia cuando los niveles sericos de AFP fueron menores de 3.5 ng/ml, ¥
de AFl menores de 160 ng/mil.
Indicador: ng/ml
Escala de medicion: continua

» Concentraciones séricas altas de Hei: definicion conceptual y operacional:
se toma como cancentraciones altas cuando los niveles de Hci plasmatica
fueron mayores de 10 ymol/L.
Indicador; pmol/L
Escala de medician: continua

o Polimorfismo genético de la enzima MTHFR: definicion conceptual y
operacional: se tomé como homecigoto negativo CC, homocigato positiva TT y
heterocigoto CT.
Indicadar: presente o ausente
Escala de medicion: nominal
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2.6.2 Variables Dependientes
» Defectos del tubo neural; definicion conceptual y definicion operacional; Es
una malformacion morfologica que resulta de un desarollo intrinseco o
extrinseca anarmal que interfiere con el desamollo de! tubo neural y puede ser
compatible o incompatible con la vida.
Indicador: presents 0 ausente
Escala de medicion: nominal
» Defectos macroscopicos de tubo neural: definicion conceptual: que se
percibe a simple vista. Definicibn operacional: Es una interferencia en el
desarrollo normal del tubo neural da como resultado un defecto, anomalia ©
malformacion que se puede observar a simple vista.
Indicadar: |. Mielomeningocele
Il. Meningocele
Ill. Espina bifida
V. Encefalacele
I. Mielomeningocele: definicion conceptual y definicion operacional: cuando
las meninges y la médula espinal se hemiaron a través de un defecto vertebral por la
fusion incompleta o nula de los arcos vertebrales, cubiertas por piel 0 una membrana
delgada y se acomparian de déficit neurolégico inferior:
Indicadares: presente o ausente
Escala de medicion: nominal
Il. Meningocele: definicion conceptual y definiciobn operacional: cuando
presenta una protrusion de las meninges, debido a un defecto en la osificacion de las
vértebras y no se acompafia de déficit neuroldgico inferior.
Indicadares: presente o ausente
Escala de medicion: nominal
. Espina bifida: definicién conceptual y definicion operacional: cuando hay
un defecto vertebral que resulta de la fusion incompleta o nula de (0s arcos
vertebrales, este defecto incluye espina bifida quistica, MC y MMC.
Indicadores: presente o ausente
Escala de medicion: nominal
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V. Encefalocele: definicion canceptual y definicion operacional: es una
herniacion del cerebro a través de un craneq bifido que puede contener meninges y
parte del sistema ventricular por lo que puede cambiar su nombre segun lo que
contenga.

Indicadores: presente o0 ausente

Escala de medicidn: nominal

» Defectos macroscdpicos de labio hendido y paladar hendido: definicidn
conceptual: que se percibe a simple vista. Definicion operacional: es una
interferencia en el desamollo normal de la cara dando como resultado un
defecto, anomalia o malformacién que se puede observar a simple vista.

Indicador: |. Labio hendido

l|. Paladar hendido

I. Labio hendido: d efinicion canceptual y definicion operacional: cuando se
observa falta de fusion del proceso nasomediano con el proceso maxilar del mismo
lado, encontrandose afectado el labio superior con o sin  afectacion de |a parte
alveolar del maxilar superior. Dicha hendidura puede presentarse aislada o
combinada con paladar hendido y puede ser unilateral o bilateral.

Indicador: presente o ausente

Escala de medicion: nominal

Il. Paladar hendido: definicidn conceptual y definicion operacional; .cuando se
afecta el paladar secundario o posterior y la fisura se extiende a través del paladar
blando, duro o ambos. Dicha hendidura pude presentarse en forma aislada o
combinada con |abio hendido y pude ser unilateral o bilateral.

Indicador: presente o ausente

Escala de medicién: nominal

2.6.3 Covariables
« Edad materna: definicion conceptual: tiempo que lleva viviendo una persona.
Definicidn operacional: la edad que refirid la madre al momento de |a entrevista.
Indicador: afios cumplidos
Escala de medicidn: razon
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Peso de la madre: definicion conceptual y operacional: es el que se abtuvo a
partir del expediente o bien se determino en el momento de |a evaluacion.
Indicador: en kilogramas

Escala de medicion: continua

Numero de gestacion: definicidon conceptual y operacional: es el nimera de
embarazos al parto actual.

Indicador: namero de gestacion

Escala de medicion: razén

Patologlas que cursé la madre en el embarazo: definicion conceptual y
operacional: se refiere al tipo y tnmestre en el que cursé la madre con
patologias.

Indicador: diagndstico nosoldgico

Escala: nominal y ordinal

ingesta de AF y muiltivitaminicos durante el embarazo: definicion
canceptual y operacional: la madre refiri¢ la ingesta de AF y multivitaminicos,
dosis del mismo, cuanto tiempo antes y después del embarazo los tomé, bajo
prescripcién médica o sin ella.

Indicador: clases y dosis

Escala de medicidn: nominal y razdn

Abortos previos: definicion conceptual y operacional: se refiere al nimero de
embarazos que terminaron en las primeras 20 semanas de gestacion.
Indicador. numero de abortos

Escala de medicion: razén

Edad gestacional: definicion conceptual y operacional: semanas
transcurridas desde el momento de la concepcion hasta la fecha de parto,
segun la fecha de la ultima menstruacion.

Indicador: semanas de gestacidn

Escala de medicidn: intervalos

Peso al nacer: definicidon conceptual y operacional: es el que tomd el personal
del hospital, ya que no se permite |la manipulacién del praducto en esla fase.
Indicador: en gramos
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Escala de medicidn: continua

Ingesta de medicamentos: definicion conceptual y operacional: se refiere al
hecha que la madre tomé medicamentos, antes y después de la fecundacion
hasta el momento del parto, dosis del mismo, con prescripcion medica ¢ sin
ella, referidas por pregunta directa.

Indicador: ¢lases y dosis

Escala de medicidn: nominal y razon

Radiaciones durante ef embarazo: definicion conceptual y operacional: se
refiere al hecha de gue la madre se expusa a rayos x en cualquier parte de su
cuerpo desde la concepcion hasta el momento del parto referidas por pregunta
directa.

Indicador: tipos de Rayos X

Escala de medicion: nominal

Estado nutricional de la madre: definicion conceptual y operacional: estado
nutricional de la madre previa a la gestacidn y en el pospario inmediato, se
tomé del expediente el pesa antes del embarazo y la talla para calcular el
Indice de masa corporal, cuando el expediente no tuvo €l dato, se abtuvo
interrogando a la madre.

Indicador: indice de masa corporal/ kilogramos/ metros cuadrados

Escala de medicién: continua

Hipertermia materna: definicion operacional: se refiere al hechio que la madre
relatd exposicion al calor: en bafio sauna, de aguas termales y fiebre, desde la
concepcidn hasta el momente del parto.

Indicador: tipos de exposicidn

Escala de medicién: nominal
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2.7 PROCEDIMIENTOS

Se registrd el nacimiento del recién nacido o lactante hasta un afio de edad con DTN
yLHc/s PH, a los padres se |les invité a participar en el e studio. D espués de su
aceptacion procedieron a firmar la carta de consentimiento informado.
Posteriormente se les aplicd la encuesta de factores de riesgo y nutricionales
(Apéndice A), a la mujer en el posparto y en el caso de los lactantes en el momento
de ingresar al hospital. Se les tomé la muestra segln se indica en la (Fig. 8). Durante
el tiempo de traslado las muestras se conservaron a una temperatura entre 8-10°C.

' *AFI, AFL, Vit B12
_—
— | Encuesta sobre 3xks
Madre == |==| Factores de riesgo E:> r » | Hel
*Nutricional F » [ MTHFR
C677T
Encuesta sobre
Padre = Factores de riesgo —» | :MTHFR
C677T
Revisién y Descripcion *MTHFR
Hijo —s @ Morfolégica C677T

Figura 8. Estrategia general del estudio para las determinaciones sanguineas de folatos, Hci
y la mutacién 677T de la MTHFR.
Para validar la informaciéon obtenida, se corroboraron los datos primarios de la

entrevista en el expediente médico.
Se determiné el estado nutricional de la madre tomando el peso y la talla. La edad

morfolégica se determiné en base a la fecha de Gltima menstruacion, referida por la

madre o por el expediente.
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Se registro la morfologia externa del RN o factante revisandose la piel, cabeza, cara,
cuello, térax, abdomen, genitales, extremidades y sistema nervioso (Apéndice B).

En los DTN se determind el tipo de defecta, aspecto y nivel de extensidn de la lesidn.
Se clasificaron en diferentes formas: segun la CIE 10? ed., como |lesiones abiertas o
cerradas; segun el nivel de presentacion como: altos o bajos: segun el nivel
anatdmico afectado y como defectos de la neurulacidn primaria y secundaria
tomando como limite |a 2° vertebra sacra.

En LH c/s PH se determind el tipo de defecta, ubicacion de la zona afectada y

extensidon de la fisura, Se clasificaron de acuerdo a la CIE 10® ed. y como defectos
aislados g multiples.

Se obtuvo el peso referido en el expediente en los RN y los lactantes. Cuando fue
necesario, se pesaron previa calibracién de la bascula, esta fue de tipo pediatrico. Se
determind la longitud craneo-taldon y se midid el perimetro cefalico. Se diagnostico
retardo del crecimiento cuando el RN se encontraba por debajo del percentil 10 de
acuerda a Operpec K M ?2_En los lactantes se determiné desnutricién, tomando en
cuenta el peso con relacign a la talla, cuando se encontraron de -1 a -3 desviaciones
estandar ™! Se considerd coma hidrocefalia si se encontraba por arriba del percentil
90 de acuerde a Lubchenco LO ¥ tomando en cuenta su edad gestacional y
perimetro cefalico. Se obtuvieron fotografias a los recién nacido y lactantes de los
casos y controles previa aceptacion de los padres.
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2.3 METODOS PARA LAS DETERMINAGIONES SANGUINEAS

Se obluvo muestra de sangre venosa en ayuno, en las madres de los recién nacidos
y en las madres que fueron a ¢onsulta con 4 horas de ayunao o bien dentro de la
primera hora después de ingerir alimentos, ya que el AF incrementa sus niveles
plasmaticos una hora después de ingerir alimentos que contienen vitaminas y
regresa a sus niveles basales a las 4 horas '?. Se tomaron 10 ml se sangre venosa
periférica en 3 tubos vacutainer con acido etilendiaminotetra acético (EDTA) comeo
anticoagulante,

2.8.1 Determinacion de folatos y vit B12

Se tomé una alicuota de 0.1ml y se diluyd en 2ml de acido ascérbico al 1%
preparado antes de la dilucion, estc fue para hemolisar las células sanguineas y
cuantificar el AFl; durante todo el proceso de dilucién y solucion las muestras se
mantuvieron protegidas de la luz. Los 3.9 ml de sangre restantes se centrifugaron a
1,500 rpm por 10 minutos con el fin de obtener plasma sanguineo para la medicion
de AFP y Vit B12. Las muestras se colocaron en tubos de plastico y postenormente
se almacenaron a —30 °C. Las determinaciones se hicieron por radioinmunoensayo,
utilizando el estuche comercial Dualcount AF/Vit B1Z (Diagnostic Product Co. Los
Angeles, CA, USA). Los valares de AFP y Vit B12 fueron tomados directamente de la
curva estandar. Los resultados de AF| se obtuvieron multiplicando el factor de
dilucion por el valor de la curva estandar, este valor se multiplicé por 100 y se dividid
entre el hematocrito de cada muestra. Se tomaron de referencia los siguientes
valares, para AFl de 160 -700 (nanogramos) ng/(mililitro) ml, para AFP de 3.5 - 17
ng/ml, y de Vit B12 de 200 - 850 (picogramos) pg/mL, (Apéndice C).

2.8.2 Determinaciéon hamocisteina

La sangre se centrifugd a 4,300 rpm durante 10 minutos a 4° C; se separd el plasma
y se colocd en un tubo de plastico; se almacend a -30° C hasta su procesamiento. Se
utilizaron 150 microlitros (L) de plasma y se determiné por Inmunoensayo de
Fluorescencia Polarizada (FPIA, Abbott Park, IL). El ensayo midid el total de L-Hci.
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Los valores de referencia de Hci sérica fueron de 5 a 15 micromoles (pmol)/L,
(Apéndice D)

2.8.3 Determinacion del palimorfismo C 677T de la MTRFR
La sangre obtenida para esta medicién se mantuvo a 4°C, para ser procesada
posteriormente,

2.8.3.1 Extraccioén de DNA

Se realizé mediante la técnica de TSNT. Las muestras fueron cuantificadas en geles
de agarosa al 0.4% utilizando el fotodocumentador UVP. Se utilizd un estuche de
extraccion de ADN para papel filtro (Gentra, Co.).

2.8.3.2 Reaccian en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizaron los iniciadores MTHFR-1 (5°-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-
3’) y MTHFR-2 (6"-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'). La amplificacion por
PCR utilizando estos iniciadores genera un fragmento de 193 pb.

2.8.3.3 Digestion

Los productos amplificados se digirieron con la enzima Hinf I, a 37°C durante 12
haras. Si la mutacion de la MTHFR estaba presente, la banda de 198 pares de bases
(pb) se divide en dos fragmentos uno de 175 pb y otro de 23 pb ™ (Apéndice E).

2.9 Anadlisis estadistico

Se realizd un analisis exploratorio de cada variable para detenminar la calidad en la
captura y asi contar con una base de datos confiable. Luego se realizé un analisis
univariado para definir la distribucion y rangos de cada variable. A esta informacidn
se le realizd un anélisis bivariado: a las v ariables ¢ uantitativas, ¢ uando m ostraron
una distribucién normal, se les aplicé la prueba ‘1" de student y ANOVA. A las
variables cualitativas se les evalud con la prueba exacta de Fisher o Chi-cuadrado,
Cuando la distribucion no fue normal, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Se
determind la razon de Momios (OR) para identificar el riesgo en los casos de
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variables cuantitativas: AFl €160 ng/ml, AFP 3.5 ng/ml, Hci 210 ymal/L, 7® Vit B12
5200 pg/ml), edad paterna, materna, escolaridad de los padres, IMC antes y después
del embarazo. En las cuantitativas: nimero de consultas prenatales, paridad,
antecedentes familiares de defectos congénitos, ocupacion de los padres, genotipos
con el polimorfismo 677 de padre-madre-hijo.

Con respecto a los casas con OTN o LH ¢/s PH se realiz6 un analisis descriptivo y se
clasificaron segun lo reportado en la literatura. Los dalos se capturaron en dbase,
usando el programa dbase IV 7, Para el analisis, se utilizd el paquete estadistico
STATA 5.0 78,

Se calculd la x? para conocer si la pablacion estaba en equilibrio de acuerdo a la ley
de Hardy-Weinberg 7.

2.10 Aspectos aticos

Se solicitd consentimiento informado a través de una carta ex profeso (anexo 1)
respetando la confidencialidad de los datos y la identidad de las pacientes.
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CAPITULO TRES
RESULTADOS

3.1 Caracteristicas generales de los grupos de estudio
Durante el perioda de agosto del 2001 a agosto del 2002 se registraron 28 casos de
DTN y 31 casos de LH cfs PH, en la Tabla | se observa la distribucion de los casos

de los hospitales participantes en el estudio.

Tabla |
Distribucion de casos por hospital, en la cludad de Chihuahua
- Variable o

Hospital de Ginecobstetricia IMSS 7 {25) 7 (23)
Hospital General 10 (36) 3(9)
| Hospital (nfanti 4(14) 7 (23)
Hospital Morelos IMSS 7 {29) 13 (42)
Hospital Central 0 1(3)

Del total de casas de DTN registradas, siete eran lactantes y 21 recién nacidos (dos
productos hijos de madres en tratamiemto con drogas antiepilépticas fueron
excluidos), de los cuales Unicamente 20 aceptaron participar en el estudio (tres
lactantes y 17 recien nacidos). Los casos con LH c¢/s PH, fueron 18 lactantes y 12
recién nacidos; (uno con trisomia 21 y un dbito asociado a extrofia cardiaca, fueron
excluidos), de éstos, solo 16 (ocho lactantes y ocho recién nacidos) aceptaron
participar, Tabla II.

Tabla I}
Casos que aceptaron participar €n el estudio
Variable - - - DTN  LHcis PH

Recién nacidos 17 8
Lactantes 3 8
Tatal 20 16

Se obtuvieron 180 p ares ( madre/hijo), d e |0s cuales 36 corresponden al grupo de
casos y 144 al grupa contral. Solamente se obtuvieron 148 muestras de los padres,
de los cuales fueron 30 ¢asos y 118 contrales.
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Se excluyeron tres trios (padre/madrerhijo), dos correspondieron a lactantes y un
recién nacido, del grupo control, p or presentar anomalias ¢ ongénitas ( persistencia
del conducto arterioso, hemnia inguinal € hidrocele bilateral y dimorfismo craneofacial
respectivamente). En total se incluyeron 177 pares (madre/hijo) y 148 padres.

La distribucion par grupo étnico, se muestra en la Tabla Ill.

Tabla 1l
Gru 0S elmcos

29 {81) |

109 (77)

Mestizas 28 (78) 109 (77) 113 (80) 28 (78)
Tarahumaras 6 (17) 32 (23) 5(14) 28 (20) 6 (17) 32 (23)
Tepehuanes 2 (5) - 2{5) - 2 (5) -
TOTAL 36 141 36 141 3B | 141

Se registro un total de 141 niflos; del grupa control, 99 (70%) recien nacidos y 42
{30%) lactantes. En el grupo de casos fueron en total 36 nifos; 25 (69%) recién
nacidos y 11 (31%) lactantes.

La Tabla IV muestra la distribucion de casos y controles por lugar de procedencia y
grupo étnico, en donde se observa, una propaorcion semejante entre mestizos y
tarahumaras en ambos grupos.

Tabla IV
Zona de reS|den0|a etnia de Ios padres

- Variable - Casos n (%) == Controles n (%)
Zona de residencia
Urbana 22{61) 120 (85)
No urbana 14 (39) 21 (15)
Etnia padre
Mestizo 29 (81) 113 (30)
Tarahumara 7 (19) 28 (20)
Etnia madre
Mestizo 28 (78) 109 (77)
Tarahumara 8 (22) 32 (23)

La edad promedio de las madres participantes fue de 26 +7 afos (con un rango: 16-
42) para los casas y 2315 arios para los controles (p >0.05) con un rango de 14 a 38.

La edad promedio de los padres participantes fue de 2847 afios (con un rango: 18-
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50) para los casos y 26%6 arfios para los controles (p >0.09), con un rango de 16 a
67. La edad de los padres se dividid6 en grupos de <19 y >35 afios. No se
encantraron diferencias significativas, aunque hubo un mayor parcentaje de padres y
madres >35 afios en |os casos comparado can los controles (14 vs 7% y 11 vs 4%)
respectivamente; no hubo diferencias significativas. Sin embargo cuando se compard
esta misma variable en los padres de hijos con DTN, este fué significativamente
mayor, (OR 3.44 I1C 95% 1.22-9.67, p = 0.01)

Con relacién a la escolaridad, nimero de consultas prenatales, paridad,
antecedentes familiares de defectos congeénitos e indice de masa corporal, no
presentaron diferencias significativas, los datos se muestran en la Tabla V.

Tabla V
Caracteristicas generales de los padres

Variable

Escolaridad de [a madre (anas);

Analfabetas 4{11) 19 (13) 0.7 10.89

1-9 23 (64) 77 (55) (0.50-1.58)

210 ) 8 (25) 45 (32)

Escolaridad del padre (afios):

Analfabetos 4(12) 10 (8) 042 10.96

19 24 (70) 75 (59) (0.88-1.05)

210 g {18) 41 (33)

NY de cansultas prenataies:

s7 19 (50) 47 (39) | 0.28 {1.55 (0.69-3.47)
27 15 (5Q) 73 (61)

Paridad:

Primigestas 14 (39) 39(27) | 0.18 |0.60 (0.27-1.29)
Multigestas 22 (81) 102 (72)

Antecedentes de defectos congenitos:

Maternos

Si 4 (11) 14 (10) | 0.83 [1.13
i No 32 (89) 127 (90) (0.34-3.67)
| Paternas
| Si 7(19) 14(10) { 0.1 |2.18

No 29 (81) | 127 (30) (0.81-5.91)
Indice de masa corporal {peso antes del
embarazo (n = 129)
.£19.99 6 (25) 15 (14) | 0.37 [1.68 (0.51-0.57)
|-225.1 9 (39) 52 (50) 0.43 (0.13-1.41)
120-25 9 (37) 38 (36) 11.00
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Al separar | a e scolaridad p or g rupos étnicos s e puede abservar que | as persanas
analfabetas se encuentran en el grupo de tarahumaras y principalmente en las
mujeres, también se analizo el nimero de consultas prenatales, paridad e IMC, no
encontrando diferencias significativas en ninguna de ellas, Tabla VI.

Tabla VI
Caracteristicas generales de los padres separadas por etnia

Escolaridad de

la madre

(afos): i

Analfabetas i{-) (=) 04 1069 4(50) (19(59) (0.7 |0.90

1-9 19 (68) | 65 (60) (0.29-1.68)14 (6Q) |12 (38) (0.48-1.69)
1210 9(32) 144 (40) ) 1(3)

'Escolaridad del 1

padre (anos):

Analfabetos 11 (4) 11 0.1 (045 3(38) 19(39) 0.9 10.91

1-9 19 (73) |62 (60) {0.18-1.15) |5 (62) (13 (57) {0.20-4.0)
210 6 (23) (40 (39) (-) 1(4)

N° de consultas

prenatales.

=7 13 (50) |52 (49) 0.8 [1.00 3(79) [11(79) |0.6 [0.81

27 13 (6Q) |54 (51) {0.44-2.44) |1 (25) (3 (21) 0.60-10.9)
Paridad:
iPrimigestas 13{46) 133 (30) {0.10]0.50 1(13) |6(19) 05 {161
Multigestas 15 (54) |76 (70) (0.21-1.16) | 7 (87) |26 (81) 1(0.18-15.7)

ndice de masa
corporal (peso

antes del n(23) | n(100) n(1) [n(5)

embarazo )

£19.99 6(26) {15(15) (0.5 [0.77 ) ) 0.5 '1.97
20-24 9(39) |49 (49) (0.44-1.36) | -) 3 (60) 1(0.12-32.5)
| 25-28 7(30) |27 (27) 1(100) |1 (20)

{>20 14y lo@ ) 1 (20)
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En cuanto a la ocupacion de la madre ng se encontrd diferencia significativa entre los
grupos, siendo las labares domésticas las mas frecuentes. La ocupacian del padre se
dividid en agricolas y forestales, obreros y otros. Se encontrd en el grupo de casos
comparado con los controles, un mayor porcentaje de personas que se dedicaron a

las labores agricolas y forestales (23 vs 11%) (p >0.05).

3.2 Factores de riesgo

Con relacion al consumo de multivitaminicos y AF por parte de la madre, tres meses
antes del embarazo, fue del 6% en el grupo de casos y 5% en el grupo control.
Durante |os primeros tres meses de embarazo, los tomaron regularmente (3 veces a
la semana a mas) el 44% (n=16) y en forma irregular el 56% (n=20) del grupo de
casos. El numero de mujeres que lo consumio regular e imegularmente fue similar en
el grupo control. El 74% de las madres que participaron en este estudio, no sablan
que el AF previene defectos congenitos. El 83% no sabia que debia ingerifdo antes
del embarazo.

La exposicion a aguas termales o de vapor, fiebre, cohabitacidn con mascotas,
colonia donde vive, tabaquismo y rayos Rdntgen (Rx) durante el embarazo, no
maestraron diferencias significativas entre los grupos.

Se estudiaron otras variables coma trabajo con insecticidas y consanguinidad entre
los padres, en donde se encontraron diferencias significativas al comparar la
exposicion a insecticidas en padres y madres, encontrandose un OR 4.28 95% IC
1.01-18.03, {p = 0.04); esta diferencia, no se observa al separar |0s casos por grupa
de defecto. La consanguinidad fue significativamente mayor en el grupo de casos
(OR 2.66 95% IC 1.09-6.47, p = 0.03), Tabla VII.



Tabla VI
Factores de riesgo de los padres

Controles:
(IC 95%}

Trabajo con insecticidas:
No 32 (89) 137 (97) 0.04 4.28
Si 4(11) 4 (3) (1.01-18.03)
| Trabajo con insecticidas DTN:
- No 18 (90) 137 (97) 013 38
Si 2 (10) 4 (3) (0.65-22)
- Trabajo con insecticidas
LH ¢/s PH:
No 14 (88) 137 (97) 0.08 4.39
Si 2 (12) 4 (3) {0.82-29)
Consanguinidad can el esposo J
por su abuelo o abuela:
No 39 (89) 138 (89) 0.03 2.66
Si 4(11) 3 (2) (1.09-6.47)

3.3 Caracteristicas generales de los nifios estudiados

Segun la etnia, en el grupo contral se registraron 109 mestizos y 32 tarahumaras; en
el grupo de casos: 13 mestizos y 7 tarahumaras presentaron OTN; en 15 mestizos y
1 tarahumara se diagnosticd LH c/s PH.

En cuanto a las caracteristicas nutricionales se separarcn los nifios por etnia y par
diagndstica. En la Tabia VIil se muestran los recién nacidos mestizos, con DTN y LH
¢/s PH que tuvieron un mayor porcenilaje de retraso del crecimienta intrauterino
(RCIU), mientras que en los lactantes se observaron mas nifios desnutridos en los

DTN (p> 0.05).

Tabla VIl
Caracteristicas nutricionales de los nifios mestizos por diagndstico

Controles:

RCIU

Si 2 (25) 3 (30) 7(10) |0.06 |3.46
No 6 (75) 7 (70) 63 (90) (0.94-12)

Peso en Jactantes (peso
/edad y talla/edad):

Con desnutricion 2(29) 3 (100) 11{29) 006 (0.35

Sin desnutricion 5(71) ) 27 (71) (0.12-1.07)
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En la Tabla |X se presentan los datos del grupo de nifios tarahumaras donde se
aprecia un mayor retraso del crecimiento intrauterino en los controles.

Tabla IX
Caracteristicas nutricionales de los nifias tarahumaras por diagnéstico

- Controles - OR::=¢
(IC 95%)

Si -) 1 (20) 3(25) 0.6 0.86
Na () 4 (80) 9(75) (0.24-3.1)

Peso en lactantes
(pesoledad y (alla/edad): i
Can desnutricion 1(100) ) 2(50) 0.6 -)
| Sin desnutricion () {-) 2 {50)

3.4 Revision morfologica en los nifios

3.4,1 Defectos de tubo neural
En cuanto al género, los DTN se presentaron como sigue: femenino (65%) y
masculina (35%), 1a razén masculino:femenino fue de 0.53:1.

Clasificacion de DTN

Estos defectos se clasificaron segun la CIE 10° ed. como se abserva en la (Fig. 9) y
fotografias de la (Fig. 10).
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B Lactantes
I Recién Nacidos

Encefalocele occipital Q01.2
Encefalocele paretal Q01.8
Espina bifida taracice con hidrocefalia |Q05.2
Espina bifida lumbar con hidroccefalia |Q05.2
Espina bifda toracica sin hidrocefalla |Q05.6
Espina bifida lumbar sin hidracefalia Q05.7
Espina bifida sacra sin hidrocefalia Q05.8
Espina bifida cenical sin hidrogefalia  |Q05.5

3
S =« N W & D N @

A B C D E F G H
Tipo de Anomalia

Figura 9. Distribucidn de espina bifida (EB) con ¢ sin hidrocefalia y encefalocele. Segun la
CIE 10°. Ed. La grafica muestra en el gje vertical el nimero de casos y en el eje harizontal
son recién nacidos o lactantes. €l cuadro de (a izquierda muestra los defectos que se
presentaron en cada barra de la grafica, con el cddigo de clasificacion de la CIE.

Al analizar el fenotipo y caracteristicas de los DTN diagneosticados, doce MMC (60%),
fueran clasificados como lesiones abiertas, presentando discontinuidad de la piel y
epitelizadas parcialmente; el ranga del tamafioc fue 15 a 160 mm de diametro, su
localizacion fue variable encontrandose desde T12 hasta nivel sacro. Las lesiones
cerradas fueron 4 MC quisticos (20%). estos sc localizaron entre T2 y regidn sacra y

4 EC (20%), tres fueron occipitales y uno parietal, (Fig. 11).
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Figura 10. Fotografias de nifios con DTN. A, recién nacido mestizo con un gran encefalocele
en el area parietal. B, recién nacido mestizo con EB toracodorsal con hidrocefalia. C, lactante
femenina mestiza con EB cervical sin hidrocefalia. D, recién nacido tarahumara con EB
lumbar sin hidrocefalia.
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Figura 11. Clasificacion de lesiones cerradas y abiertas. A, recién nacida tarahumara con
espina bifida lumbar abierta. B, recién nacida mestiza con espina bifida lumbar, lesion
cerrada. C, recién nacido tarahumara con encefalocele occipital clasificada como lesion
cerrada.

La distribucion de la EB segun su localizacién anatdmica fue: cefalico (n = 4; 20%),
dorsal (n = 3; 15%), lumbar (n = 9; 45%), sacro (n = 1, §%) y lumbosacro (n = 3;
15%). Segun el nivel de presentacion se clasificaron como lesiones altas (85%),
siendo el género femenino mas afectado (77%); lesiones bajas (5%) y dos casos
(10%) en los cuales las lesiones se localizaron entre L1 y S3.

Se clasificaron también, de acuerdo a la localizacién de la neurulacién primaria y

secundaria, presentandose dieciocho casos (90%) de MMC con defectos en la
neurulacién primaria, el resto fueron defectos de la neurulacién secundaria (Fig. 12).
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Figura 12. Recién nacida tarahumara con espina bifida lumbar. A, fotografia de la paciente
que muestra una e spina b ifida lumbar alta, abierta que corresponde a |a alteracion de la
neurulacién primaria. B, esquema de la lesion. C, en el esquema de la etapa embrionaria, se
sefala con una flecha el sitio donde no ocurrid la fusion de los pliegues neurales. (Dibujos
cortesia del Dr. Norberto Lopez Serna, Depto. de Embriologia, Facultad de Medicina, UANL)

Aunque se descartaron aquellos que se asociaron a otras anomalias, la asociacion
con hidrocefalia y pie varo se considera como consecuencia de DTN. Se presentaron
cinco pacientes con MMC y uno con encefalocele asociados a hidrocefalia (30%) y
seis casos (60%) asociados con pie varo, (Fig. 13.

Figura 13. Fotografia de recién nacida tarahumara con espina bifida lumbar asociado a pie
varo derecho.
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3.4.2 Labio hendido con y sin paladar hendido

Analisis morfolégico de los defectos de LH c/s PH
La presencia de LH ¢fs PH fue méas comun en el genero masculino (56%) que en el
femenino (44%), la razén fue de 1.3:1.

Clasificacion

Estos defectas se clasificaron segun la CIE 10® y comao lesiones aisladas y multiples
como se observa en: |la Fig. 14 y fotegrafias de la Fig. 15y 16.

M Lactantes
B Recien Nacidos |
Labia hendido unilateral y paladar|Q36.9 y
it Il BRC-=C S o [t - |A |hendido bilateral Q35.2
. (B |Labioypaladarhendido bilateral Qi74
C |Labig y paladar hendide unilateral Q37.9
Labio y paladar unilateral y paladar|Q379 y
D |hendido bilateral Q352
€ [Paladar hendido bilateral Q352
[F|Paladar herdido bilateral blando Q354
- G |Labi¢ hendido umilateral Q36.9

¢ D E F G
Tipo de Anomalia

Figura 14. Distribucion de hendiduras orofaciales segun la CIE 10*. Ed. La grafica muestra
en el eje vertical el numero de casos Y en el eje horizontal que son recién nacidos 0
lactantes El cuadro de la izquierda muestra los defectos que se presentaron en cada barra
de la grafica, con el ¢cddigo de clasificacion de la CIE,
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Figura 15. Fotografias de niflos que muestran algunos ejemplos de labio con y sin paladar
hendido segin 1a CIE. A, |actante mestiza con |abio hendido unilateral. B, recién nacida
mestiza con labio hendido unilateral que afecta parte del maxilar. C, recién nacido mestizo
con labio y paladar hendido unilateral.
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Figura 16. Fotografias de nifios que muestran algunos ejemplos de labio hendido con y sin
paladar hendido segun la CIE. A, lactante mestiza con labio y paladar hendido unilateral
derecho y labio hendido unilateral izquierdo. B, lactante mestizo con labio y paladar hendido
bilateral. C, recién nacido mestizo con paladar hendido blando bilateral. D, lactante mestiza
con paladar hendido bilateral.

Los casos de LH c/s PH que se consideraron como lesiones aisladas fueron 14
(87%). Dos se asociaron a anomalias menores (implantacion baja de pabellones
auriculares). Dos casos (13%) fueron considerados como lesiones muitiples (uno con
micrognatia y otro con alteraciones en la forma y posicién de las orejas, cuello corto y
Tetralogia de Fallot, (Fig. 17).
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Figura 17. Clasificacion de hendiduras orofaciales en aisladas y mdltiples A, lactante
mestizo, tarahumara con labio y paladar hendido unilateral clasificado como lesion aislada.
B, recién nacida mestiza con lesiones multiples por presentar paladar hendido bilateral y
micrognatia.

Las Figuras, de la 18 a la 22, son dibujos esquematicos donde se muestra la
profundidad de las fisuras que se presentaron en los casos de LH c/s PH. (Dibujos
cortesia del Dr. Norberto Lopez Serna, Depto. de Embriologia, Facultad de Medicina,
UANL).

Figura 18. A y B. Dibujos esquematicos donde se muestra la
fisura de labio: la fisura penetrd en la narina en el 63% de
los casos. En el 6% de estos casos, |a fisura llegé al borde
mucocutaneo, en esta misma proporcion paso el borde
mucocutaneo de la encia. La fisura fue completa en el 50%
de los casos, provocando ruptura o separacion de la arcada
maxilar. En un 13% la fisura abarcé menos de la mitad del
reborde alveolar y también enun 13% abarcé masde la
mitad de dicho reborde.

Labio hendido unilateral
Y paladar hendido bilateral
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Figura 19. Dibujo esquematico donde se muestra la fisura
de paladar 6seo: esta, afecto un tercio del paladar en un
13% casos, en el 25% se afectaron dos tercios y en un 50%
se afectaron los tres tercios.

Labio y paladar hendido
unilateral

=N

\ Figura 20. Dibujo e squematico donde se muestra la fisura
'l de paladar blando: en el 63% se afectaron tres tercios del
Y paladar y en el 13% solo se afecté un tercio.

Paladar blando hendido

Figura 21. Dibujo esquematico donde se muestra la
afectacién entre el proceso maxilar y segmento
intermaxilar. Este se presento en el 31% de los
2 casos, en diferentes grados de profundidad,

Labio y paladar hendido  Provocando defecto del labio y la- encia
bilateral

Figura 22. A, fotografia de una lactante con labio y paladar hendido unilateral completo y
labio hendido parcialmente contralateral. B, esquema que muestra el defecto. C, dibujo
esquematico del defecto mencionado. (Dibujos cortesia del Dr. Norberto Lépez Serna,

Depto. de Embriologia, Facultad de Medicina, UANL).
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3.5 Determinaciones sanguineas en la madre
Los valkeres promedio y desviacidn estandar (XtDS) de AFI, AFP, Vit B12 y Hci se
observan en la Tabla X. Al separaro por diagnostico, las madres de los casos de

DTN, presentaron valores de AFIl, AFP y Vit B12 més bajos que los controles y los de

Hci son mas altos aunque no hay diferencias significativas.

Tabla X

0.43

LOAFL 384 + 277 441 £272 1.00 367 +233 099 I
i (160-700 {0.99-1.00) (0.99-1.00) i
! ng/ml)
AFP 633142 72138 045 | 1.04 6.2+39 09 0499
(3.5-17 (0.93-1.15) (0.88-1.10)
_ng/ml]
Hgi 72:24 73219 0.84 | 1.02 7.76£26 (038 |1.09
Gasmn) ¢ 4 (0.82-1.27) (0.90-1.32) |
VitB12 260 t 278 277 + 168 1.04 223+ 128 081 |1.00
(200-950 {0.93-1.15) (0.99-1.00
|_pg/ml)

Las variables AFl, AFP, Vit B12 y Hci se analizaron como variables dicatdémicas

tomando como punto de corte los valores de referencia (deficiencia < al valor de

referencia y normal 2 al de referencia). Se encontraron valores de AFl menores de

160 ng/ml en el 22% de los casos y en el 12% de los controles, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (OR 0.45 95% IC 0.17-1.16, p = 0.08). Con relacién al
AFP y la Vit B12, no se observan diferencias significativas entre los grupos. Para la

Hci se consideraron valores altos 210(mol/L, sin encontrar diferencias significativas

(Fig. 23).
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Figura 23. Porcentajes de las vanables AFIl. AFP, Vit B12 y Hcl.

Ei AFP fue significativamente menor en ios tarahumaras (4.9 £2.3 en ias tarahumaras
y 6.8 T 4 en ias mestizas). Los vaiores de AFi y Vit B12 fueron mas bajos en el grupo
de tarahumaras comparado con el grupo de mestizas pero no esiadisticamente

significativos, como se observa en la (Fig. 24).
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Figura 24. Se observan la media y desviacion estandar en las determinaciones sanauineas
separadas por etnia (p=0.05).



3.6 Genotipos

El calculo de Hardy-Weinberg de los genotipos observados, demostrd que las
pablaciones mestiza y tarahumara de los grupos control se encuentran en equilibrio,
Tabla XI.

Tabla XI
Calculo de Hardy-Weinberg, por etnia

Madre ;

CcC 29 34 04 9 12.25

CcT 63 50.91 5.85 24 17.5 4.96
T 13 19.04 3 65.25

Padre

cc 26 29.71 12 1.1

cT §2 44 57 252 10 11.76 0.58
LI 13 16.71 4 3.11

Hijo

cC 49 507 1§ 125

cT 50 46.6 0.58 10 15.0 3.56
TT ; 9 10.7 7 4.5

En la Tabla Xl se ¢gbserva la distribucién de los genctipos. Los casos, se separaron
por diagnostico. En el grupo de casos con LH c</s PH, el padre y la madre
presentaron un incremento del genotipo CC que es significativamente superior al
observado en confroles. El genotipa TT (homacigoto positivo) salo se presentd en (a
madre de un praducto can LH ¢/s PH, pero este genotipo fue mas frecuente en la
poblacion control sin que se hayan evidenciado diferencias.
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Tabia XII

Genotipos de la poblacion de estudio (mestizos y tarahumaras)

CcC 39 (28) 9 (56) 0.01 8 (40) 0.2
cT 85 (61) 6 (38) 11 (55)

TT 16 (11) 1(6) 0.5 1(5) 0.4
Padre

cC 39 (33) 8 (62) 0.04 6 (35) 0.09
cT 61 (52) 5 (38) 11 (64)

T 17 (19) - - (-)

Hijo

o/ 63 (45) 6 (37) 11 (55) 0.8
cT 61 (44) 10 (63) 7 (35)

TT 16 (11) -(4) 2(10

Al separar la poblacion por etnia no se encontraron diferencias entre el grupo control

y los defectos Tabla Xl y XIV. En la Tabla XIV no se pudieron realizar estadisticas

en el grupo de LH c/s PH debido a que solo se presenté un individuo por grupo
(madre, padre, hijo) y con un solo genotipo (CT).
Tabla Xitt

Genotipos de la poblacion mestiza

estudiada

i Madre
| CC 29 (27) 9 (60) 0.08 6 (46) 0.08
CT 68 (63) 5(33) 0.2 6 (46)
T 11 (10) 1(7) 0.3 1(8)
Padre
CC 25 (28) 7 (58) 0.15 5 (45) 0.1
CT 52 (58) 5{42) 05 6 (55)
TE 12 (13) (-) (-)
Hijo
cC 48 (45) 7 (47) 09 7 {54) 0.8
| CT 50 (46) 8 (53) 0.7 5 (38)
| TT 9 (8) () 1(8)
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Tabla XIV
Genotipos de |a poblacién Tarahumara estudiada

Madre

CC 9 (28) () N.A 2 (29) 0.9
CT 18 (56) 1 (100) 5(71) 0.5
TT 5 (16) () ()

Padre

CcC 13 (46) 1 (100) N.A 1(17) 0.4
CT | 10 (36) (-) 5 (83) 0.1
1T . 5(18) ) & ]
Hijo

CGC : 16 (47) {-) N.A 4 (57) 07
CT 10 (31) 1 (100) 2(29) 09
AN 7(22) ) 1{14) 0.8

"N.A. No analizado estadisticamenta

3.7 Frecuencia alélica

La frecuencia del alelo T por etnia y diagndstico se muestran en las Tablas XV y XVI.
Los productos considerados en la columna de casos, se compararon con los
controles. En general no se observan diferencias en |la frecuencia del alelo T en el

grupo de casos contra el grupo control,

Tabla XV
Frecuencia alélica (FA) de la mutacion 677T en la poblacion de mestizos

‘ Madre 15 (0.23) 0.18 0.44
| Padre 89 (0.42) 12 (0.20) 0.14 11 (0.27) 0.34

Hijo 108 (0.31) 19 (0.26) 0.69 13 (0.26) 0.70
|
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Frecuencia alélica (FA) de |a mutacion 677T en la poblacioén de tarahumaras

Tabla XVI

Madre 30 (0.43) 3 (0.50) 0.81 6 (0.50) 0.75
Padre 25 (0.36) 3(0.16) 0.49 6 (0.41) 0.82
Hijo 32 (0.37) 1(0.50) 0.55 7 (0.28) 0.65
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CAPITULO CUATRO
DISCUSION

A pesar de los avances de la ¢iencia, en la actualidad aun se desconoce |a etiologia
en la mayoria de los defectos congénitos. Los factores etioldgicos de los defectos
congénitos se han considerado: por herencia multifactorial 20 a 25%, por
alteraciones cromosomicas 6§ a 7%, por genes mutados 7 a 8%, por agentes
ambientales 7 a 10% y de origen descanacido 50 a 60%, ?. Recientemente se le ha
dado importancia a |a etiologia multifactorial siendo €sta producto de una interaccion
de factares genéticos y ambientales. Los DTN y LH c/s PH son malformaciones
congénitas de etiologia multifactorial.

4.1 Factores de riesgo

Los factores de riesgo de tipo ambiental que han sido descritos con relacion a DTN,
son: hipertermia ), ingesta de alcohol, diabetes melliitus, medicamentos
anticanvulsivos ®" y anticonceptivos orales ‘. En relacion a los factares genéticos,
se han establecido diferencias en el género y en las tasas de prevalencia al
nacimiento. Diferencias étnicas que persisten despues de una migracion geografica e
incremento de la prevalencia de consanguinidad parental .

En el presente trabajo no se observaron diferencias significativas con relacién al
grupo étnico, en el grupa de casos, sin embargo en los controles se observd una
mayor proparcion de mestizos, esto es debido a que los controles eran de tipo
hospitalario.

Se considera la edad matema, como un factor de riesgo menor para DTN, sin
especificar el rango ¥, el riesgo liende a ser elevado en madres muy jovenes o
mayores de 35 afios @', Aunque en el presente trabajo los promedios de edad de las
madres participantes no mastraron diferencias significativas, estos coinciden con la
media de edad de |a poblacidn de mujeres con hijos de DTN descrita por Hendricks
¥ También se observé una mayar proporcion de padres y madres >35afiosde

edad en el grupo de DTN. Aungque existen pocos reportes que especifican la edad de
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riesgo del padre, Sandberg y cols, '®, reportaron que 230.6 afos de ambos padres
incrementa el riesgo de tener un hijo con LH ¢fs PH.

En relacibn a la escolaridad y consultas prenatales no hubo diferencias
estadisticamente significativas y los resultados fueron similares a los encontrados en
la literaturg 5, |

La paridad materna se considera un factor de riesgo de mayor relevancia que la edad
de la madre, incrementandose el riesgo en las madres primigestas ®' % ¥ con
respecto a este estudio, la paridad materna se observd con una mayor praporcidn de
primigestas en el grupo de cascs, sin ser significativa en comparacion con los
controles.

Factores nutricionales matemos han sido implicados en la compleja etiologia de los
DTN. La obesidad matema y elevados indices de masa corporal {IMC=Kg/m?) se han
asociado consistentemente con un incremento en el riesgo de DTN. El IMC >29
aumenta el riesga al doble ©' 3, En el presente trabajo el IMC no se encontré como
un factor de riesgo.

De particular importancia resultan las exposiciones ocupacionales de hombres y
mujeres, en una cantidad cada vez mayor, a substancias quimicas que se utilizan en
la industria y la agricultura, la cual pusiblemente ocasione mayor cantidad de eventos
reproductivos en riesgo. La ocupacién paterna de mayor riesgo corresponde al
trabajo agricola . En este estudio los factores de riesgo en los cuales encontramos
asaciacion fueron la exposicién laboral a plaguicidas. El efecto adverso sobre la
salud reproductiva depende de cuando ocurre el dafio y quien se encuentre
involucrado; padre, madre y/o feta. Tambien depende del periodo de gestacion y
susceptibilidad del érgano en formacion, asi como de la intensidad y duracion de la
exposicion al agente teratagena. 7).

Al comparar la exposicidn a insecticidas en padres y madres encontramos una
exposicidn significativamente mayor en el grupo de casos, esta diferencia no se
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observa al separar los casos por grupo de defecto, lo que pudiera deberse al tamario
de la muestra.

También se encontré asociacion con respecto a la consanguinidad por linea patema,
como ha sido reportada por ctros autores “?) Esto puede ser explicado ya que las
exposiciones ambientales paternas, pueden producir mutaciones directamente sobre
las celulas germinales, lo cual se expresaria en malformaciones en generaciones

subsecuentes ©®

Los DTN y LH ¢fs PH son trasmitidos en forma multifactorial, los padres trasmiten a
sus hijos una predisposicion p ara desarmrollar dichos defeclos, resultado del efecto
acumulativos de varios pares de genes. El defecto se presenta si a la propensidn se
agrega un ambiente propicio. En este trabaje el parentesco se presento en segundo
grado, en este caso la proporcion de genes que tienen en comun los parientes es de
un 25% segun lo menciona Guizar-Vazquez ®%.

La exposicion a rayos X, fiebre, cohabitacion con mascatas y tabaquismo ng
presentd diferencias significativas. A pesar de que Graham JM y col., “? reportan una
asociacion con hipertermia y encefalocele (34 semanas) y hendiduras faciales (4-7
semanas) en humanas, en el periodo critico. También sugieren que las infecciones
virales, causa comun de fiebre, se asocian a malformaciones, particularmente DTN
@), Czeizel AE!'Y, asociaron con el uso de medicamentas tales como,
anticonvulsivantes ©" trimetroprim, abuso de alcohol y tabaquismo, ya que
interfieren con el metlabolismo de los folatos y los anticonceptivos orales los cuales
disminuyen la absorcion de folatos “?; la presencia de estos factores es un riesgo
para |la ocurrencia de defectos congénitos tanta para DTN y LH ¢/s PH. Hemandez-
Valencia y col. reportan camplicaciones encontradas en hijos de madres con

hiperglicemia mencionando mielomeningocele, labio y paladar hendido, entre otras
(86)



Ou CY y cols. “8) gsugieren que el polimorfismo C677T de Ia enzima (MTHFR) es un
factor de riesgo para EB, segin este aulor el s er homacigoto p ara e sta mutacion
explica el 19% de todos los DTN.

En la presente investigacion ninguno de los factores mencionados previamente, fue
determinante en la ocurrencia de DTN y LH ¢/s PH aunque es importante decir que el
tamario de la muestra fue muy pequerfio.

4.2 Caracteristicas generales de los nifios estudiados

Cuando un embarazo cursa con defectos congénitas, una de las consecuencias en €l
desarrollo intrauterino es el retraso del crecimiento. La magnitud del retraso varia
segun el tipo de defecto. La relacion entre retardo del crecimiento y la anomallia
congenita puede ser explicada como un problema primario por la predisposicion del
feto, 0 como resultado de una reaccion a la presencia de una anomalia. El retardo en
el crecimienta conslituye un estado de susceptibilidad para el defecto congénito 7).
Se ha reportado que cuando los defectos son severos, pueden cursar con bajo peso
y talla al nacimiento entre otras complicaciones ©” ®, siendo especifico de cada
embarazo afectado ya que también intervienen factores biologicos, del medio
ambiente o socioecondmicos ®". En el presente trabajo se presentd una alta
proparcion de RCIU en los casos de recién nacidos. En los lactantes todas las casos
de LH ¢/s PH presentaron desnutricion. Esto es explicable por la dificultad que tienen
estos nifios para ser alimentados y ademas, con mucha frecuencia tienen infecciones ‘

en oldo., !V

4.3 Revision morfolégica en los nifios
de defectos del tubo neural

El periodo critico de los casos de DTN en el presente estudio, para EB: se ubicd

entre el dia 27 al 29 de gestacidn aproximadamente; periodo en el cual ocurre el
cierre de la region caudal del tubo neural; para los encefaloceles se ubicé del 20 al
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24 aproximadamente, tiempo en el que ocurre el cierre del neuroporo anterior 0 que
el cierre llega al mismo.

El género femenino fue mas comunmente afectado en los casos de DTN
(masculino:femenino 0.53:1), lo cual ceincide con lo reportado en la liferatura % 1%
40.82. 81 Desde décadas atras se demostrd que en embriones machos de ratén el
desarrollo desde la etapa de blastocisto hasta la neurulacion, era mas avanzado,
porque las células del embridn macho se mueven mas rapido y al momento de la
neurulacidon hay suficientes células en los pliegues neurales para llevar a cabo un
cierre normal del tubo neural, esto podria explicar la predisposicion del género
femenino @, Otros autores mencionan un predominio del género femenina en los
defectos altos.

Las observaciones de este estudio coinciden can ambos, argumentando que la
neurulacion es mas tardia en este género, por lo que el embridn es mas susceptible

durante la neurulacién temprana ',

El MMC puede localizarse en cualquier punto a lo largo del neurceje, pero la
localizacion que se presenta con mayor frecuencia (75%), es en la region lumbosacra
83.91 g que concuerda can los hallazgos de este estudio (75%), aunque algunos

autores sefialan a |a region lumbar como el sitio mas frecuente %% % %2,

Los DTN praducen disfuncidn de muchos érganos y estructuras ademas del sistema
nervioso central y periférico ¢como el esquelelo, la piel y tracte genitourinario. La
hidrocefalia es una anomalia que acompafia con mayor frecuencia a los MMC 28 9
%) gn este trabaja encontramos el 40% de hidrocefalia al momento de la captacidn
del caso y 40% la desamollaron después, esto puede ser explicado porque la
hidrocefalia en la mayaria de los casos no es aparente al nacimienta sino unos dias
despues ®? o puede presentarse entre la segunda y cuarta semana después del
nacimiento 2. Otros estudios reportan hidrocefslia en un 80 a 85% de sus casos, lo
cual esti de acuerda con nuestros resultados toméandalas en una forma global, ya
que otras autores no especifican el tiempo en que se presentd la hidrocefalia ©* 89,
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Cuando el MMC se localiza en la region lumbar se manifiesta con una paralisis
flaccida y amefléxica, incantinencia esfinteriana y alteraciones posturales de las
extremidades inferiores y es frecuente encontrar pie varo ®% ® %1 En nuestro
estudio, los casos que presentaron pie varo también fueron MMC localizados en la
region lumbar.

La presencia de polidactilia en uno los casos de encefalocele occipital nos permite
sospechar del Sindrome de Meckel-Gruber sin embargo no fue posible corroboraro
por carecer de evidencias sobre la existencia de rifién paliquistico para completar la
triada caracteristica de este sindrome

Numerosos estudios han reportado a la anencefalia como el DTN més frecuente %
27.30.31 En este estudio no se incluyeron estos defectos (dos casos) debido a que
estudiamos solo nifios vivos, recién nacidos y lactantes, y la mayoria de anencefalias
(meroanencefalia) con fracuencia se abortan antes del macimiento €, y se ha
reportado que la prevalencia al nacimiento de anencefalia y EB han disminuido ya
que durante el diagnéstico prenatal, la pareja decide terminar con el cursg embarazo
®1 asto na es posible en nuestro pais ya que no esta permitido el aborto.

Dentro de la clasificacion de multiples cierres (zipper) encantramos que el ziper 1 es
el mas afectado (n = 16; 80%), dato que esta de acuerdo a Sanchos y col., dentro de
la clasificacién de sus resultados encontraron afectado el cierre uno en un 27.21%

fue el mas alto en su presentacion na cambinada con ctro cierre 7%

4.4 Revision morfoldgica de defectos

de labio hendido ¢/s paladar hendido

En el presente estudio se encantrd un 87% de lesiones aisladas de |labio hendido con

y sin paladar hendido y el 13% fueron lesiones multiples. En un estudio realizado por
Shaw " usd esta clasificacion y considerd que las lesiones aisladas estaban

67



acompafadas de otra alteracion menor y las multiples estaban acompadiadas de
alteraciones mayores; reportando una proporcion mayor en la presentacion de
lesiones aisladas, datos que son semejantes a los de este estudio; aunque pocos
autores utilizan dicha clasificacion, ésta es importante para nuestro trabajo ya que
nos permite estudiar a todas los pacientes que presentaron labio con y sin paladar
hendida.

En las anomalias de LH ¢fs PH, los factores ambientales juegan un papel central en
su etiologia, como deficiencias nutricionales y exposicion a ciertas drogas. En el
desarrollo de la cara intervienen diferentes vias que utifizan factores de crecimiento y
trascripcion para regular la morfogénesis ©®.

El perioda critico de nuestros casos de LH ¢fs PH fue desde la 6° a la 12° semana de
gestacion (42-84 dias), es prabable que se afectara el desamollo de la cara y paladar
desde la 6° semana, cuando ocurre la unién de! proceso maxilar con el nasolateral,
provocanda que el ala de [a nariz se desplazara hacia abajo y se aplanara, can

diferentes grados de severidad.

Se observaron alteraciones en ¢l desarolio de |a regidn facial en el que se invalucrd
la unién entre el proceso maxilar y parte del segmento intermaxilar en diferentes
grados de profundidad, provocando defecto del labio y la encia, también se
encontraron alteraciones en (a unidn entre paladar primario y secundario,
afectandose hasta el paladar blando.

Con respecto a la extension de |a fisura en labio se observd que se extendid hasta la
narina y en ocasiones |legd hasta el barde mucocutaneo de la encia. Los defeclos de
separacion del paladar tambieén fueron observados en este estudio y se manifestaron
desde una fisura incompleta hasta la separacion total de la arcada maxilar o
ausencia del paladar secundario.
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Aungue en-la revisidn de la literatura no se encontrd explicacion del par qué son mas
frecuentes estas alteraciones en el generc masculino los hallazgos que observamos
con una relacién de 1.3:1 concuerda con lo reportado (19,

Cziezel y cols. ® mencionan mayor frecuencia en la presentacion de LH c/s PH
dsntro de su poblacion de estudio, lo cual concuerda con los resultados de este
trabajo.

Los DTN y LH c/s PH son alteraciones crénicas y costosas que requieren
tratamientos multidisciplinarios, tienen particular relevancia por su participacion en la
morbimortalidad de todas las etapas del desarrollo intrauterino y que en el nifio y su
familia producira un impartante impacto psicospcial.

4.5 Determinaciones sanguineas maternas
de acidoe folico intraeritrocitario, plasmatico,
Vit B12 y Hei

En términos generales, la deficiencia de AF se ha considerado como un factor de
riesgo en mujeres que han tenido hijos con OTN, sin embargo, no todas presentan
cifras bajas de folatos sérica @ en los eritrocitos durante el embarazo 2,

Evidencias biogquimicas y epidemiologicas han sugerido, que el problema no es la
cantidad de folatos suficientes en los alimentos sino cambios en la captacion yfo
metabolismo de los falatos tanto por las células maternas como fetales 2

La asociacion entre deficiencia de AF y DTN es discutible, por un lado se ha descrito
una relacidn directa con el uso de suplementos multivitaminicos para disminuir la
ocurrencia y recurrencia de DTN @ 9. 41 5 hign se a relacionado la gcurrencia de
DTN con la deficiencia de folatos en sangre ®¥ y por otro lado, algunos autores
argumentan que existen problemas de interpretacién derivados del sesgo de
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memona, sefialan que es dificl establecer si tal asociacion depende de los
suplementos vitaminicos por si mismas ©.

La deficiencia de Vit B12 se ha considerado como un factor de riesgo independiente
en RN con algin tipo de DTN. Esto puede acurrir debido a [a absorcidn inadecuada y
no a la ingesta de esta vitamina, sin embargo en nuestro estudio nc se asoci$ como
factor de riesgo para estas alteracianes ('?,

La poblacion Tarahumara (casgs y controles) presentan valores sanguineos de
folatos mas bajos que la mestiza principalmente el AFP (p<0.05).

Debidg al tamario de la muestra no fue posible separar en grupos de casos y
controles y analizar estadisticamente. Probablemente para este grupo étnico la
deficiencia de AF s/ sea un factor de etiolégico de éstas malformaciones, 0 bien
estan en un mayor riesgo.

Ademas una moderada hiperhomocisteinemia, también se ha descrito coma un factor -
de riesgo para DTN ©8 3. 59 parg gn nuestro estudio la asociacion no fue
significativa.

El uso de suplementos de AF matemnos durante las etapas tempranas del embarazo
se ha sugerido que juega un papel en la prevencion de las hendiduras crofaciales no
sindrémicos (LH y LH ¢fs PH) ™, sin embargo es importante mencionar que algunos
genes (Hes-1 y Twist) han sido relacionados con deficiencia de AF en el periodo
critico de la neurulacidn y canalizacién, asl como durante la formacion de la cara y
paladar primario y secundario "),

Existen reportes que demuestran la asociacion entre deficiencia de acido fdlico y LH
c/s PH y otros estudios que no apayan tal hipotesis. Por un lado se ha descrito una
asociacion directa can el uso de suplementos multivitaminicos y la prevencion de la
ocurrencia d e e ste tipo d e d efectos {'”), Otros autores han descrito que el usa de
suplementos de &cido falico en altas dosis (6 mg diarios) durante el periodo critico
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del desarrollo previene LH ¢fs PH ©7), otro trabajo solo encontraron asaciacion con
PH “4: algunos autores no han encontrado diferencias en la ocurrencia de estos
defectos con el uso periconcepcional de multivitaminicos €™ o bien con el uso de AF
solo ) Por otro lade algunos autares no han encontrado asociacién con los niveles
de folatos sanguineas ©?, lo cual es similar a los resultados de nuestro trabajo.

4.6 Determinacion del polimorfismo C677T

de la metilentetrahidrofolato reductasa

Existe controversia con respecto al papel que juega el polimorfismo CE677T de |a
MTHFR en |a etiologia de los DTN. Por un lado, diversos autores encuentran un
aumento del riesgo para DTN en portadores de la mutacidn en estado homocigato,
tanto en las madres coma en los praductos afectados (1380 97}

En el presente trabaja no se encontrd asociacion de la mutacian C877T can DTN, en
los padres, madres y productos afectades, independientemente del grupo étnico.

El papel de este polimorfismo en la eticlogia de LH c/s PH a sido estudiado por
diversos investigadores % %1

El genotipo TT por si misme puede no ser el mayor detemminante de defectos
congeénitos, sinc el efecto de la interaccian entre el genctipo vy el estada de los folatos

u otros factores ambientales “®

, esto pudiera explicar porque nuestra poblacién sana
con folatos normales y con la presencia del genotipo TT no tuvieron hijos con
ancmalias.

Al igual que para DTN no se encontrd una mayor frecuencia de la mutacién en la
poblacidon de estudio. Es impartante mencionar, que por el contrario el estado
silvestre @ normal de dicho alelo fue significativamente mas frecuente en los casos

de LH ¢/s PH.

Los resultados de este trabajo no explican la ocurrencia de DTN ni LH ¢fs PH quiza
esto este influido por el tamaiio de la muestra. Existen reportes de trabajos como los
realizados par De Frangis y col., en su primer trabajo, incluyeron solo 28 casas con

DTN y no encontrargn asociacion, pero al realizar un segundo trabajo, en el que
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incluyeron 203 pacientes con DTN, mostraron una diferencia significativa entre el
genotipo de la MTHFR y el incremento en el riesgo de DTN ®0)

Sola €l 13% de los DTN puede ser atribuido al polimorfismo 677T ¥, mientras que el
50 a 70% de todos los DTN pueden ser prevenidos ¢on el uso periconcepcional de
de suplementos de AF. Esto sugiere que otras mutaciones del gen de la MTHFR u
otros genes involucrados en el metabolismo de los folatos, podrian ser responsable
de los defectos de nuestra poblacion de estudio.

La patogénesis de los DTN se ha estudiado en modelos de ratones mutados.
Estudios embrioldgicos en ratones sugieren que la falla en el cierre del tubo neural es
heterogenea y puede ser causada par una combinacion de multiples genes y factores
ambientales, en los humanos podria ser semejante ‘%,

4.7 Genotipos y frecuencia alélica

El célculo de Hardy-Weinberg de los genotipos observados, demostrd que las
poblaciones mestiza y tarahumara de los grupos control se encontraban en equilibrig,
estos resultados son similares a los publicados por Davalos y col. ©%-

En nuestro pais se han reportado diversas frecuencias del alelo seglin el area
geografica o la etnia del estudio. Mutchinick y col., “® en un estudio que abarca
poblacion de siete estados de la Republica Mexicana reporta una frecuencia alélica
de 0.58 y para la poblacidn del norte de México en 0.49. En la poblacion mestiza de
Chihuahua estudiada, encontramos una frecuencia alélica de 0.41, 0.42, 0.31 para
madres, padres e hijos respectivamente. Esta es mayor que la reportada por
Martinez y cal., ®» de 0.35 para la poblaciéon de Nuevo Leén y menor que la
reportada por Gonzalez y col., % en Yucatan de 0.59. Con respecto a la pablacion
tarahumara Davalos y cal, ®@ reportaron una frecuencia alélica de 0.44 sin
especificar género ni edad.

En los tarahumaras de este estudio la frecuencia alelica fue de 0.43, 0.35 y 0.37
para madres, padres e hijos respectivamente.
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La frecuencia alélica del alelo mutado en la poblacion tarahumara de este estudio
fue ligeramente mayor que lo reportado por Davalos y col., “* en una poblacién
menar.

La frecuencia alélica de la mutacion 677T en el grupo de estudia fue mas baja
(padres, madres e hijos) en el grupo de DTN y LH ¢/s PH en mestizos comparados
con sus controles y en los DTN (padres y madres) de tarahumaras.

La frecuencia alélica en los tarahumaras del grupo de DTN (padres y madres) fueron
mayores que sus controles exceplo en los hijos afectados.
Las diferencias en la frecuencia alélica encontradas en nuestro grupo de estudio
podria i ndicar un papel diferente de la mutacidon en | a gticlogia d @ e stos d efectos
(DTN) asociados a un medio desfavorable (multifactorial).

La distribucion del alelo 677T tiene una gran variabilidad en el munda. La mutacion
es altamente prevalente en alguncs grupos de Asia, Italia y Brasil con una frecuencia
alelica de 0.40 a 0.45 y menos frecuente en la poblacion heolandesa e ifandesa y
otras poblaciones caucasicos con un rango de 0.21 a 0.28 “?, E1 polimorfismo es
considerablemente menos frecuente en la pablacidn negra de Africa menos del 10%
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CAPITULO CINCO
CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y APORTACIONES

5.1 Conclusiones:

1. Se rechaza la hipdtesis de trabajo.

2. La consanguinidad es un factar de riesgo en Chihuahua.

3. La exposicion a insecticidas fue un factor de riesgo para los DTN en
poblacion de estudio.

4. Las deficiencias de folatos y el polimorfismo C677T de la MTHFR pudieron
ser un factor que aumente el riesgo de DTN en la poblacién tarahumara.

5. La deficiencia de folatos y el polimarfismo C677T de la MTHFR, no se
asocio a un mayor riesgo de LH ¢/s PH.

6. La hiperhomocisteinemia no fue un factor de riesgo, en la poblacion
estudiada.

7. Los nifigs con LH ¢/s PH presentaron un mayor grado de desnutncion.

5.2 Perspectivas

1.

Estudiar la morfologia del desarrollo de! sistema nervioso en animales de
experimentacion para analizar las diferencias con relacion al génera del
producto. |

Estudiar heterocigocidad combinada entre la mutacion C677T y la A1298C
para establecer una asaciacién con DTN e hiperhomocisteinemia.

Llevar a cabo el STORCH en plasma de la poblacién de estudio para
establecer una asociacion con otras factores de riesgo.

Hacer un estudio de secuenciacion genética para buscar otros posibles genes
asociados a estos defectos.

Praomover estudios de ultrasonido, para hacer un diagndstico prenatal de estos
defectos.

Hacer estudios experimentales de exposicion a plaguicidas para observar la
incidencia de defectos congeénitos.
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7. Analizar los datos de la encuesta nutricional para determinar la ingesta de
maiz e inferir la asociacion de las fumonicinas con este tipo de defectos.

8. Analizar los datos de |a gncuesta nutricional para determinar la cantidad de AF
ingerido par las mujeres del presente estudio,

5.3 Aportaciones

Diversos factores de riesgo se han asociado a los DTN y LH c/s PH. Estos factores
dependen principalmente de: la poblacién de estudio y la susceptibilidad genética-
medio ambients, la predileccion deg estos defectos por un génerg determinado y los
factores genéticos que regulan el desarrollo del embrién.

En este estudio se infiere que en [a poblacidn de Chihuahua:

e Los DTN son mas frecuentes en el género femening, principalmente los de
localizacidn superior, probablemente debido a una diferenciacidn del tubo
neural mas tardia en estos produclos.

» La expasicidn a plaguicidas de padres y madres aumenta el riesgo de tener un
producto con DTN.

e Laconsanguinidad es un factor que aumenta el riesgo de defectos congenitos.

o Alteraciones en el metabolismo del AF tales como disminucion de folatos
sanguineos y palimorfismos (mutacion C677T de la MTHFR) pudieran estar
relacionados con un mayor riesgo de DTN vy LH ¢/s PH en la pablacion
tarahumara.

Concciendo el estadio del desarrollo embrionario en que se denvaron los defectos,
dia 27-29 para MMC y 42-84 para LH c/s PH, se sugiere que las estrategias de
prevencion deben de aplicarse antes de la gestacion y hasta los 3 meses del
embaraze.

Con los resultados del presente trabajo se propone que deben realizarse campanas
de prevencion de consumo de AF en la poblacion, scbre todo la tarahumara, en
forma permanente por los embarazos no planeados y durante todo el embarazg,
evitar |la consanguinidad y la exposicién a plaguicidas para cantribuir a la disminucién
de la mortalidad y discapacidad infanti mediante la reduccion del nacimientc de
nifios con defectos congenitos.
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APENDICE A
Encuesta de factores de riesgo y nutricional

HOSPITAL CENTRAL, HOSPITAL GENERAL, HOSPITAL INFANTIL, INSTITUTO MEXICANQ
DEL SEGURQ SOCTIAL, FACULTAD DDE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
CHIHUAHUA Y LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVQ
LEON.

ASOCIACION DE LA DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO Y POLIMORFISMO GENETICO DE LA
MTHFR CON DEFECTOS DE TUBO NEURAL Y LABIO HENDIDO CON Y SIN PALADAR HENDIDOQ
EN CHIHUAHUA

FICHA DE IDENTIFICACION
Caso

Conuol

Folio
Procedencia
Notmbre
Numero de afiliacion
Direccion
Calle N® Colonia

Ciudad Teléfono
Hospital Teléfono celular

Encuestador

Fecha
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACION:

Lugar y fecha.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacién ttulado Asociacion de la
deficiencia de acido folico y polimorfismo genético de la MTHFR con defectos de tubo newral y lahio
hendido con y sin paladar bendido en Chihuata, registredo ante el comité de cada hospital, en el Seguro
Sacial tiene el ndmero 01-146-0001.

El objetivo del estudio es describir la morfologia externa del producto recién nacido. Se me ha explicado que
mu participacidn coasiste en: comtestar una eatrevista acerca de rmu embarazo y antecedentes de yalud,
permitir que me sea tomada una nuestra de sangre periténca para determmunar ¢l acido 16lica, bomocisteina y
la Metiltctrahidrofolato-reductasa (MTHFR), asi como la revision de mi hijo y una toma de sangre de taldn
pard la determinacion de la MTHFR. La toma de |3 ymuestra no puoe en resgo mi vida ni mis condiciones
generales de salud,

El investigador principal la Dra. [Dara V. Chavez Corral se ha comprometido a darme informacin oportuna
de los resultados asi como a responder cualquier duda que le planteé.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
convemiente sin que ello afecte la atencion médica que recibo en €l hospital.

Estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracién y obtener informacidn sobre los resultados del estudia,
asi comu nw participar en el musmo si asi lo decido, la informacion aobtenida serd de caracter confidencial y en
Ningin momento s¢ violara mi privacidad.

Nombre y Firma del Participante Firma del lavesugadar principal

Testigo Testigo
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1. Unidad de atencion meédica

12. Esculandad de la madre
{Cual fue ¢l ultimo ado que usted aprobd en la

2. Ciudad escuela?
1 | Chihuahua i |Nofuealaescuela [0
2 | Delicias 2 | Pomaria I 231415 |¢6
3 | Camarga 3 | Sccundanacompleta {1 |2 |3
4 | Mcoqui 4 [ Técnico post-sec 1 [2(3
S |Parral 5 | Bachilleres 1 |2]3
6 [Cual 6 | Preparatona 1 (2
7 |Tec. Post-vocacional |1 |2 |3
8 | Profesianal 1 (2(3]|4]|5]6
3. Edad & la madre en ailos cumplidas 9 | Postgrado 1 [23]4([5]6
10 | Ouos
4. FEdad del 5adrc tn afias cumplidas 13. Total de afios aprobados
5. Raza 14. Escolaridad del espose
Padre | Madre
1 | Mestizo 1 |Nofucalaescuela |0
7 | Tarahumara 2 | Primaria 1 |2]314]|5]6
31 | Mendn 3 | Secundaria completa |1 |2 |3
4 |Cua 4 | Técmico post-sec 1 |2(3
5 | Bachileres 1 |2]|3
6. Fecha de dltima menstruacién 6 | Preparatoria 1 |2
7 | Téc. Post-vocacional [ 1 {2 |3
[Dia [Mcs | Ado 8 | Profesional L [2[3[4]5]s
9 | Postgrada [ |2 [3]|4]5]6
7. Acudid a control prenatal 10 | Otros
0 |Si No sabe (99)
1 | No 15. Total de afios aprobados
Si su respuesta €8s NO pase a la pregunta 9 Nosabe ___ (99)

16. ;Sabe si el dcido folico previene alteraciones

8. Nimero de consults prenatales congenitas?
0 |51
9. Semanas de gestacidn 1 |No
:d] 17. 1 Sabe si debe de tomarlo antes de
embarazarse?
10. Nimero de embarazas i
{Contando este embarazo) 0 |Si
Embarazo [1 |2 [3[4|5]6 [7 1 |No
Nimery
Producto® 18. ;Tomo alguna vitamina regularmente, tres
Sexa (MFI) veces a la semana, tres meses antes del
(*) NV nacido vivo NM naido muerto AE aborto embarazo?
espontaned Q0 |Si
1 |No

11. ;Sabe usted leer y escribir?
0 [ &1
| [ Ne
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19. ;Tom¢ alguna vitamina regularmente, tres

27. Cuénto tiempo deja los vegetales en

veces a la semana, durante los tres primeros cocimiento?
meses después del embarazo?
0 | Menos
0 |[Si de 30"
1 Na i 30°
Si su respuesta cs NO pase a la pregunta 22 2 [Masde
20, (Con qué frecuencia? 30"
1 |Periconcepcional (3 28. ;Con cuinta cantidad de agua cuece sus
tmescs antes ) vegetales?
2 | 1° mes de embarazo
3 12° mes de embaraza ¢ |[Misma
4 | 3° mes de embaraza 1 [Mas
5 | Solo 2° y 3° tnmesue 2 |Menor
21, (Qué tipode vitaminas tamd durante los 3 29. Consume con frecuencia los siguientes
meses autes y después del embarazo? alimentos
0 | Multvitaminices Pan de caja integral y Si | No
1 | Acido [Glico solo 1 | blanca
2 | Minerales y vitaminas 2 | Com Flakes { Maizora)
3 | Nosabe 3 | Bran Flakes (Kelloggs)
4 | Frooty Loops
22, (Utilizd anticonceptivos antes de este 5 | Choca Krispis
vrnbacazo? & | Zucaritas
0 [ St 7 | Harmw Je Maiz Hipermart
1 Na 8 | Choco Milk
Si la respuesta €3 NO pase & la pregunta 26 9 | Suavicremas Marinela
10 | Arcoiris Gamcsa
23, ;Que tipo de anticonceptivos utilizg? 11 | Saladitas
12 | Emperador
0 | Orales 13 | Sopa Instantinea Nissin
1 | Espermaticidas
2 | Inysctables 30. Nitticro de abortos anteriores a este altimo
3 [ DIU embarazo
Q
24. ;Cuanto tiempo los utLizo” 1
2
Especificar 3
0 | Meses
1 | Afloy 31. ;Ha tenido embarazos anteriores con defectos
congénitos?
25. (Continud con anticonceptivos durante ¢l
embarazo? [0 [si
1° trimestre | 2° trimestre [3°trimestre | {1 [Na
(l, :ll Si la fespuesta es NO pase a la pregunta 34
o

26. Enque forma cansume los vegetalcs

0 [Frescos
1 | Congelados
2 [Cocidos

32. jFue en

ua aborto, mortinato o recién nacido?
Mortinato | Obite | RN |
0 |Si
1 | Nosabe
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33. {En que parte dgl cuerpo fenia el defecto
cangenito?

Q0 |[Cabeza

1 |Espalda

2 |Cara

3 | Extrepudades
4 | Otros

34. ;Tuvo algin familiar con defectos congénitos
en aborto, mortinato o recién nacido?

Patermo | Materno
0 | Hermano{a)
1 | Abuelo
2 | Abuela
3 | Primos
4 |Otro
5 | Ningunc
35. (Cursd con patologias duraate el embarazo?
0 | S
| No

36. (Le ha ocurrido lo siguiente durante su
embarazo, o un mes amtes de quedar
embarazada?

Si_ [No
Enfermedades agudas ¢ |1
Infecciones respiratorias

Infecciones gastrointestinales
Infecciones urinarias

| Shock alérgico

Hepatitis

Parotiditis

Rubéola, sarampidn, varicela
Otras

Q| ~llOn|Ln| bt D] =

37. (Fuec al médico por alguno dc estaos motrvas?
9 [Si

1 |No
Si la respuesta es NO pase a la pregunta 40

38. ;Le dio tratamicato médico?

Si
1 No

39, ;Cual?

40. ;Le ha ocumido lo siguiente durante su
embarazo o un mes antes de quedar embarazada?

Enfermedades crénicas 0 |

A>xma brgnguial

Diabetes
Insuficiencia cardiaca
Insuficiencia renal
Cancer

Sifilis

Otras

41. ;Fue al médica por alguna de estos mativas”

~| A N

Q0 |[Si
1 |Neo

Si la respuesta es NO pase a la pregunta 44

42. ;Le did tratanuento médica?

Q0 |Si
1 |No

43, (Cudl?

44, Sec vacuné durante su embarazo o un mes
antes de quedar embarazada

Si | No
Inmunizaclones Q 1
Viruela

Tétanas

| Poliomuelitis
Difteria

BCG

Antigripal
Rubéola

QO ||| = | o] —

Satampion
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45. ;Ha tomado alguno de los siguientes
medicamentos durante su embarazo o un mes
antes de quedar embarazada?

Medicamentos Si |No
0 |1

Antdiarréicos
Corticoides
Tricmetropim
Acetammunofen

Acido aceti] salicilico
Antibioticas
Antiemeticos
Tranquilizantes
Anticonvulsivantes 9
Horronas 19
Quos 11
No se acuerda el nouibre 12

[=-RES | K=Y RV o R S Y

46. ¢ Le tomaron radiografias 3 meses antes del
embarazg y 3 meses después?

01S1
1 | No

81 la respuesta es NO pase a la pregunta 48

47, (De qué parte de su cuerpo?
Cabeza

Cara

Cuello

Tarax
Ahdomen
Extremidades
Otras

R= SR B -SR] ST Eod K]

48. {Lc tomaron radiografias a su esposo 3 meses
ames de su embarazo?

0 |Si
1l | No
Si 1a respuesta es NO pase a la preguata 50

49. (De que parte de su cuerpo?
Cabeza

Cara

Cuello

Tdrax
Abdomen
Extremidades
QOtras

[o‘ubun-—o

50. ¢Sc¢ ballé en aguas terrmales o de vapor

duranie su emttbarazo?
0 |[Si
1 Nao

Si la respuesta ¢s NQ pase

a la pregunta 53

S1. (Cudnto tiempo durd en ef agua?

—_—

0 | -15 minutos
1 [ 16 -30 minutos
2 | Mis tiempo

$2. (Cuintos meses tenia de embarazo?
0 |1-2
1 [3-4
2 [5-6
3 [7-8

53. (Tuvo fiebre durante su embarazo?

Q9 |Si
1 [No

Si la respuesta es NO pase a la pregunta 56

54. ;Cuantos meses tenia de cmbarazo?

para la ficbre?

0 1-2
L [3-4
2 |56
3 |7-8
8. (Cudl medicamento tomd
0
1
2
56. ¢Esta emparentada con su espaso por €l lado
d¢ su padre o su madre?
0 |Si
1 No

57. ¢ Esta emparcatada con su esposo por el lado

de su abuela o abuclo?
0 |[sSi
1 |No

58. ;Iisti emparentada con su esposo por ¢l lado
d¢ su suegre o su suegra?

0 |Si
1 [No
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59. En la colonia donde usted vive tiene cerca
una;

0 | Maquiladora
1 | Faboca
p. Sembradio
3 | Transformador de luz
4 | Otros
3 | Ninguno
60. ;Cull?

61. La distancia entre su casa y cualquiera de las
anteriores €5

0| Mcros de un Kilémetro ]
1 |Euatre 2 y 3 kilémetros

2 |Enue 4y 5 kildmewos

3 |[No sabe

62. (Duraate los ultimos tres meses aplicaron
insecticidas cerca de su casa?

0 |Si

1 |No

Si la respuesta es NO pase a la pregumia 65

63. ;Sabe de que manera?

9 | Avidén
1 | Tierra
2 | Tractor
3 | Otros

63. La distancia entre su casa y las dreas de
cultivo es

0 | Menos de un kilometro
1 | Entre 2 y 3 kildmetros
2 | Entre 4 y 5 kildmetros
3 |[Nosabe

66. (Ensu casa alguien trabaja con insecticidas?

0 |Padre

1 | Madre

2 | Ambos

3 | Otros

4 | Nadig

67. (Durante los Oltimos tres meses  furmigaran
su casa?
0 |S:
1 No

68. ;Utliza con frecuencia algiin insecticida en

gu casa?
0 |[Si
1 (No

Si |a respuesta es NO pase 3 la pregunta 69

69. Cou que frecuencia

0 | Nunca

| | Diariamente

2 | Semanalmente
3 | Mensualmente
4 | Aoualmente

5 | Ocasionalmente

69, Empleo de la madke

Hogar
Maquiladara
Estilista
Anotar (cual?

LW | -

70. Nombre de la compafiia co que trabaja
I J
71. {Qué trabajo realiza en ese lugar?
|
72. (Qué substancias quinucas utiliza?
I |

73. ;Cudnto tiempo tiene trabajando en ese lugar?

Afoas Meses

74. Emplec del padre

Maquiladora
Campesing
Oficina
Chofer
Albaiiil
Anotar ;cual’

|| Bl e—

75. Nombre de la compafiia en que trabaja

| |

76. ;Qué trabajo realiza en ese lugar?

77. {Qué substancias quimicas utiliza?
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78. (Cudnto tiempo tiene wabajando en ese lugar?
Afos Meses

79. (Alguna vez ha fumado?

0_[Si
1 |No
Si la respuesta es NO pase a la pregunta 85

80. ;Fuma ahura?

e (si
1 |Neo

81. ;Cuantas cigarros se fuma al dia?
nimero de ¢igarmros

82. ;Furmnd durante su tltimo embaraza?

Q |Si

1 |No
83 ; Cudntos cigarros se fuma al dia?
__numero de cigarros

84. ;Cuantos afios ba fumado usted duraate su
vida?
___ afos eoteros

85. ;Fuma su espaso?

0 |Si
1 |No
QOcasionalmente

Si la respussta es NO de por terminada la
entrevista

86. ;Culntos cigarros se fuma al dia?

____ nimero de cigarros

§7. ;Fumé durante su iiitimo embarazo?

0 |Si
1 |Ne

88. ;Cual fue su antujo preferido mss frecuente
durante su embarazo?

89. (Convive con mascotas o animales dentro de
su casa?

0 |Si
1 [No

Peso antes del embatazo
Peso al final del embarazo

Talla,

Hb

Hie
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APENDICE B

Encuesta Morfolagica
1. Nacimiento: dia mes aflo
2. Nombre de la madre
3. Folio,
4. Caso Contiol
5. Vivo Muerto
6. Obito Prematuzo Recién nacida Lactante
7. Edad morfologica: Obito  Prematwo Recién nacido Lactante

8, Diagndstico morfolégico.

9. Peso cu gramos:

10. Sexo morfologico. 1. ( ) Masculino 2.( ) Femenino 3.( ) lodiferenciado 4. ) Ambiguo

11. Longitud Crineo- caudal

12. Longitud crdnea -talén Longitud de pie

13. Piel: 1.( ) Normal 2.( ) Anormal

1 () Edema geaeralizado 2 ( ) Edema localizado 3 ( )} Hemangiomas 4 ( ) Nevus hipopigmentar 5 ( )
Newvus hiperpigmentar (numero, tamaiio, ubicacién en el cuerpo, color, textura, forma, poner
dibuja)

14, Cabeza: 1.( )Normal 2.( ) Anormal
a) Microcefalia  b) Hidrocefalia
Perimetro cefélico en centimetros Forma de la cabeza
15. Cara: 1.{ ) normal 2.( ) anormal
a) Gyos: Ubncacidn Orientacion
b) Pabellon auricular: [mplantacidn Ausencia Hipoplasia
Hiperplasia_
Tipa de malfgrmacion o deformidad:

Partcs afectadas de la orcja
Penmeabilidad del conducto auditive

¢) Nariz;

d) Bogca: 1.( ) nommal 2.( ) anormal

92



Marcar con una X el lugar afectado

Labio (1) Encia (2) Paladar éseo (3) Paladar blando (4)
Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho | Izquierdo
() ) 48} 2 (0 2 (M (2)
Extensi6n de la fisura:

Labio (1)
0 | No hay fisura
1 | La fisura llega al borde mucoso-cutineo
2 | La fisura pasa del borde mucoso-cutaneo
3 | La fisura penetra en la narina

Encia (2)

0 | No hay fisura

1 |La fisura incompleta afecta menos de la
mitad del reborde alveolar

2 |La fisura incompleta afecta mas de la
mitad del reborde alveolar

3 | La fisura completa que quiebra la arcada
maxilar (hay dislocacidén)

Paladar 6seo (3) | Paladar blando (4)

No hay fisura

Afecta un tercio del paladar
Afecta dos tercios del paladar
Afecta tres tercios del paladar

W N~ O

Marcar en los dibujos la alteracion
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d) Apomalias de Ia linea traga-oral {d¢l conducto auditivo a la cormisura de la boca).

1. Tipe dk clomento aberrants: speadice 1 ( ), fosetaoseno 2 ( ), Gstuln3 () y quiste 4 ()

2. Nimero de elementos aberrantes

3. Lado afectado: Derecho 1 ( ) [zquierde 2 ( ) Bilateral 3( )
4, En caso de apéndices: 1) Consistencia: cartilaginosa 1( ) 2Blanda( )
2) Tamaflo en am

3)Base: Sésil1( ) Pediculada2( )

16. Cuello: 1. ( ) norwmal 2.( }ancrmal

Fiswlas1( ), aumentosde volumen 2( ), corto3( )
Otros

17, Torax: 1.¢( ) normal 2. ( ) anormal

13. Abdomen: 1. ( ) normal 2.( ) anormal

1 () namero de vasos en el cordén umbilical, 2 ( ) bernias 3 ( ) onfalocele 4 ( ) extrofia.
Otros

19. Extremidades:  1.{ ) normal

2. ( ) anormal
1) Miembros afectados

2) Partes ausentes del cmembro afectado

3)  Partes presentes, pero hipotrdficas o anormalias del miembro afectado

4) Partes presentes y normales del migmbro afectado

Hacer un dibyjo

20. Genitales: 1. { )Masculino 2. { ) Femenino 3.( ) Indiferenciados

1.{ ) normal 2.( ) anormal
Género masculino:

a) Falo: J.ongitud en mm:

b} Aspecto del esceote: Normal 1( ) Muy liso 2( ) Muy mugoso3 ( )
Hipoplasico 4( ) Bifido 5( )

c) Testiculos: Descendidos 1({ ) Altos 2{ ) Enelcanal 3( ) No palpables4( )

Hacer un dibujo especificando 1a posicion del meato urinario:

Génera femening:
a) Orificio vaginal: Presente 1( ) Ausente 2( )
b) Labios mayores: Nommales L ) Anormales 2 ()
¢) Clitoris: Normal 1 ( ) Anormal 2 ( )
d) Ano:permeable Si 1( )} No 2( )

Hipospadias:
a) Posicion del meato: Glande 1{ ) Surco balanoprepucial 2( ) Cuerpo del penc 3( ) Penoescrotal
4( ) Escroto 5¢( ) Perinéd6( )
b) Aspecto del escroto: Normal 1( ) Muy liso 2 { ) Muy rugoso 3{ ) Hipoplasico 4( )
Bifida 5( )
¢} Testiculos: Descendidos I( ) Altos 2( ) Enelcanal 3( } No palpables 4( )
Hacer un dibujo
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z1. Sistema nervioso: 1.( ) normal 2 )aoormal.

a) Espina bifida:
Tipo: Meningocele
Mieclomeningocele
Mielocele
Raquisquisis
Mielosquisis
Espina bifida oculta
Aspecta: Saca meningeo roto
Gran profusién del meningeo rato
Parcialmente epitelizada
Nivel: Cervical I{ ) Darsal 2( ) Lumbar 3( ) Sacro 4 )

Extensidn: en centimetros
Hacer dibujo

b} Craneo bifido:
Tipa: Encefalocele
Meroanencefalia
Iniosquisis
Anencefalia con sus puntos de cierre

Aspecto: saco men{ngeo roto
Gran profusién del meningeo roto

Parcialmente ¢pitclizada
Nivel: cervical ( )
Extensidn. en centimetros
Hacer dibujo

Poner un circulo en el dibujo que corresponda 2 la lesidn.




APENDICE C
Método para determinar Ac. Félico/Vitamina B12

Manipulacién y tipo de muestra;

Para estas determinaciones es necesario que el paciente se encuentre en ayunas.

Para |las determinaciones de vitamina B12 y acideo fdlico, se puede usar suero fresco

0 congelado fresco, plasma heparinizado ¢ plasma con EDTA. No hay interferencia

clinicamente significativa entre estos anticoagulantes. Se toma la muestra de sangre

periférica completa con anticoagulante EDTA, aproximadamente 3 a 5 ml.

Preparacion de la muesfra:

Una vez recolectada |a muestra se mezcla ligeramente y se le determina el

hematocrito, parémetro necesario para conocer posteriormente la concentracion de

acidg fdlico intraeritrocitario,

Acido folico intraeritrocitaria (sangre completa):

Separar la muestra denominada como muestra hemolizada necesaria para
esta determinacion, de la siguiente manera:

La sangre completa con EDTA obtenida se lleva a una dilucidn (1:21) con una
solucién fresca al 1% &cido ascérbico {esta solucién contiene 0.1gr de dcido
ascarbico en polvo aforado 10 ml con agua destilada).

De esta solucion se toman 2 ml.en un tubo cubierto con papel para protegerlo
de la luz y se le agregan los 200ul de la sangre completa, se mezclan
ligeramente en un vértex.

Almacenar a —20°C donde puede permanecer de 6 a 8 semanas hasta el dia
en que se vaya ha realizar su determinacion. Aplicandoles alrededor del tubo
parafilm para evitar derrames o cantaminacion de la muestra.

Acido félico plasmatico

Separar el plasma de (0.5 a 1.0 ml) a partir de la muestra de sangre completa,
centrifugandola a 1700 rpm / 10 min. De igudl manera se coloca en un tubg
previamente cubierto para protegero de la luz, se cubre con parafimy se
aimacena a —20°C.
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Procedimiento del Radioinmunoensayo

Este ensayo se lleva cabo con el kit “Dualcount Solid Phase No Boil Assay
For Vitamin B12/Folic Acid. Marca DPC.

Muestras y sus componentes deben llevarse a temperatura ambiente (15-
28°C) antes de su uso. El kit de frabajo cuenta con 7 calibradores (A, B, C, D,
E. F Y G) y 1 (control de anemia) basados en proteinas liofilizadas con
concentraciones lote-especificas de Vitamina B12 y acido fdlico las cuales
son reconstituidas con agua destilada. Una vez homogéneos estan listos para
Su uso.

Procedimiento del ensayo.

Marcar los tubos por duplicado. Afiadir 200ul de calibradores.

Ariadir 200u! de las muestras correspondientes (Hemolizado y Plasmatico) para cada

uno de los pacientes. Las muestras que se espera tengan concentraciones mayores,

que la concentracidn del calibrador mas alto (G), deberan diluirse en el calibrador
cera (A) antes del analisis.

Preparacion de la solucién de trabajo

Preparar la solucion de Trabajo can los reactivos (Ditiotreital y Trazador) 30
minutos antes de su uso. Las volumenes requeridos en mililitros son 50y de
Ditiotreitol y 1000yl del Trazador por cada tubo.

Afiadir 1000ul de la solucién de trabajo recién preparada a todos los tubos y
mezclar en el vortex.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente entre (15 y 28 °C). Esta
incubacion puede extenderse hasta 45 minutos a temperatura ambiente.
Anadir 50pl de NaOH/KCN a todos los tubos y mezclar en el vortex. En este
paso el contenido de |los tubos cambia a color azul.

Incubar durante 30 minutos a 37 °C con ayuda de un bafic térmico. En esta
incubacion no deben transcurrir mas de 45 minutos, porque puede afectarse €l

resultado de la concentracidn de Vitamina B12 manejando valores falsos
negativos bajos.
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Anadir 1000u! del reactivo (ligante para Vitamina B12/Acido Fdlico) a todos los
tubos excepto al marcado como Blanco, debido a que en este tubo el reactivo
es sustituido por 1000ul de agua destilada. El ligante debe mantenerse bien
suspendido mientras se esta agregando a cada uno de los tubos, en este caso
se recomienda usar un mezclador mecanica con un agitador magnético. En
este paso se observa otrg cambio de coloracion a rosa o violeta.

Incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente entre (15 a 28 °C).
Centrifugar por lo menaos 15 minutos a 3800 rpm.

Decantar los sobrenadantes simulianeamente, con ayuda de ura rack de
esponja y retener los precipitados para la medicign. Este paso es de suma
importancia, ya que la decantacion debe ser completa y uniforme con la
remociéon de toda la humedad visible mejorando asl la precision del ensayo.
Colocar sobre papel absorbente una o dos veces para remover tadas las
gotas residuales.

Registrar las cuentas de radiactividad a partir del precipitado, €l cual contiene
la fraccion unida. Esta medicion se hace un contador gama para |'® y Co ¥
durante un minuto para cada isétopo.
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APENDICE D
Métado para determinar Homocisteina

Manipulacidn y tipo de muestra:

Para e stas d eterminaciones e s necesaric que el paciente se encuentre en
ayuno. Se requiere de suero o plasma con EDTA.

Utilizar 3 m| aproximadamente d e sangre p eriférica y colocarlos en un tubo
con EDTA,

Centrifugar la muestra por 10 minutos a 4 000 rpm. a una temperatura de 4°C,
separar el plasma en un tubo de propileno, 1 ml aproximadamente, cubrir
perfectamente con parafilm el tubo y almacenar a —-20°C, en estas condiciones
la muestra es estable hasta durante 8 meses.

Determinacion cuantitativa de Homocistelna con el equipo IMx. (ABBOTT)

Calocar a temperatura ambiente las muestras y los reaclivos.

Verificar la calibracion del IMx. La calibracion se lleva a cabo con los
siguientes reactivos: 6 calibradores para homocisteina con 3.5 mL de reaclivo
para el (Calibrador "A” ¢ bien calibradar cero-blanco, par su concentracion de
homocisteina de 0.0 umol/L), y 2.5 mL de reactivo para los calibradores
restantes (calibrador “B" con una concentracidn 2.5 umol/L, calibrador “C" con
una concentracion 5.0 pmol/L, calibrador “D” con una concentracidon 10.0
pmol/L, calibrador “E" can una cancentracién 20.0 umol/L y calibrador “F" con
una concentracion 50.0 umol/L). Se utilizan tres controles de 2.5 mL por cada
frasco, el (Control “L" o bajo, con una concenfracidon de 7.0 umoi/L, y un
intervalo de 5.25 a 8.75 umol/L, el Control “M” 0 medio, con una concentracion
de 12.5umol/L y un intervalo de 10.0 a 15.0 umol/L y el Control ‘H" o alto con
una concentracion de 25.0 ymol/L y un intervala de 20.0 g 30.0 pmol/L).
Utilizar 100 1! de cada uno de los calibradores, de los controles y de las

muestras para analizar. Se inicia el proceso y se imprimen los resultados en el
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APENDICE E
Analisis del gen de la enzima MTHFR C677T

Extraccién de DNA mediante la técnica de TSNT

e A partir de la muestra de sangre obtenida, se utilizan 500ul para la extraccion
de DNA, |as cuales se colocan en tubos conicos de 2 mL (Eppendorf).

« Agregar 200 pul de TSNT y se invierte lentamente, agregar 500 pL de fenol
saturado (SIGMA), y se agitan en un vértex por 5 minutos, posteriormente se
agregan 100 ul de SEVAG y 200 ulL de TE 1X agitando en un vartex.

Centrifugar durante 8 minutos a 14 000 rpm, separar la fase acuosa (superior) y
pasar en un tubo cdnico de 1.5 mL (Eppendorf). Rotular el tubo agregar 1 mL de
etanol absoluto, después se invierte suavemente ty se observa la farmacion de la
hebra de DNA, ¢entrifugar por 8 minutos a 14 Q00 rpm., decantar y afiadir 5§00 ulL de
etanol 70%. Se invierte suavemente y se vuelve a centrifugar por 8 minutos a 14 000
rpm, se decanta y se deja secar (a pastilla de DNA durante 1-2 haras. Finalmente se
resuspende la pastilla con buffer TE1X y se almacena en el refrigeradar a 4°C.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

¢ Utilizar los iniciadores MTHFR-1 (§'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3) y
MTHFR-2 (5°-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3").

e Condiciones de reaccion por muestra:

Reactivo Concentracion Final | uL por reaccién
Amartiguador de PCR 10X |1 X 2.5

MTHFR 1 (SuM) 0.5M 25

MTHFR 2 (5uM) 0.5 uM 25

dNTP's 10 pM 0.2 uM 0.5

MgCl; 25 uM 1.0 M 1

Tag DNA pol S Ulul 0.05 U/pL 0.25

H.0 mQ - 13.75

DNA 100 ng/OL 2L
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Programa del termociclador:

Paso |Etapa Temperatura | Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94°C § min

2 Desnaturalizacion 94°C 1 min

3 Alineamiento 59°C 1 min

4 Extension de cligonucleatidos 72°C 1 min

5 Repetir los pasos 2-4, 35 ciclos

6 Extension final 72°C 7 min

« La amplificacion por PCR utilizando estos iniciadores genera un fragmento de
198 pb. Para verificar el éxito de la PCR por electroforesis, se colocaron 3L

del producta amplificado en un gel de agarosa al 2% (la banda de 198pb migra
inmediatamente debajo del azul de bromofenol).

Digestion:

e Los praductos amplificados se digieren con la enzima Hinf | a 37°C durante 12
horas bajo las siguientes condiciones de reaccion:

Reactivo ul {par reaccidn)
Amortiguadaor N2 = 10x 1.5

Hinf | (10U/uL) 0.6

Agua mQ 2.9 (aforar a15)
Producto amplificada 10.0

e Colocar siete microlitros del producto de la digestion en un gel de agarosa al
2%, en condiciones no desnaturalizantes y observar en un fotodocumentador
(miniDarkroom GDS 8000 system, UVP)
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