3.4.2 Labio hendido con y sin paladar hendido

Analisis morfologico de los defectos de LH c/s PH

La presencia de LH ¢fs PH fue méas comun en el género masculino (66%) que en el

femenino (44%), la razén fue de 1.3:1,

Clasificacion

Estos defectas se clasificaron segun la CIE 10? y como lesiones aisladas y mliltiples

como se observa en; la Fig, 14 y fotografias de la Fig. 15y 16.

¢ D E F G
Tipo de Anomalia

M Lactantes
B Recien Nacidos |
Labic hendido unilateral y paladar|Q36.9 y
A |hendido bilateral Q35.2
B |Labioc ypaladar hendida bilateral Q374
C |Labia y paladar hendida unilateral Q379
Labio y paladar unilateral y paladar/Q379 y
D |hendido bilateral Q352
E |Paladar hendido bilateral Q352
F |Paladar hendido bilateral blando Q354
G |Labie hendido unilateral Q36.9

Figura 14. Distribucién de hendiduras arofaciales segun la CIE 10*. Ed. La grafica muestra
en el eje vertical el numero de casos y en ¢l eje horizontal que son recién nacidos o
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 nifios que muestran algunos ejemplos de labio con y sin paladar
hendido segin la CIE. A, lactante 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 niflos 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 posicion de las orejas, cuello corto y
Tetralogia de Fallot, (Fig. 17).
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Figura 17. Clasificacion de hendiduras orofaciales en aisladas y mdultiples A, lactante
mestizo, tarahumara con labio y paladar hendido unilateral clasificado como lesion aislada.
B, recién nacida mestiza con lesiones multiples por presentar paladar hendide 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 Lépez Serna, Depto. de Embriologia, Facultad de Medicina,
UANL).

Figura 18. A y B. Dibujos esquematicos donde se muestra la
fisura de labio: la fisura penetro en la narina en el 63% de
los casos. En el 6% de estos casos, la 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 abarc6 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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E \ Figura 19. Dibujo esquemaético 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%
o se afectaron los tres tercios.

Labio y paladar hendido
unilateral

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

Paladar blando hendido

Figura 21. Dibujo esquematico donde se muestra la
afectacion entre el proceso maxilar y segmento
intermaxilar. Este se presento en el 31% de los
5 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 Lopez Serna,
Depto. de Embriologia, Facultad de Medicina, UANL).
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3.5 Determinaciones sanguineas en la madre

Los valores promedio y desviacion estandar (X1DS) de AF, AFP, Vit B12 y Hci se
observan en la Tabla X. Al separaro por diagnéstico, las madres de los casos de
DTN, presentaron valares de AF|, AFP y Vit B12 mas bajos que los controles y los de

Hci son mas altos aunqgue no hay diferencias significativas.

Tabla X

! B4 + 277 441 272 1.00 367 +233
i {160-700 (0.99-1,00) (0.99-1.00) 1
b ong/ml)
AFP 633142 72138 045 | 104 62+39 09 0.99
{3.5-17 (0.93-1.15) (0.88-1.10)
_ng/m)
Hei T21+24 7319 084 |1.02 77626 036 | 1.09
| (5-15 m) __ _ (082127) | | (0%0-1.32) |
VitB12 260 1 278 277+ 169 1.04 223+ 128 0.81 1.00
(200-950 {0.93-1.15) (0.99-1.00
_pgfml)

Las variables AFl, AFP, Vit B12 y Hci se analizaron como variables dicotémicas
tomando como punto de corte los valores de referencia (deficiencia < al valor de
referencia y normal 2 al de referencia). Se encontraron valores de AFI 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% |C 0.17-1.16, p = 0.09). Con relacion 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 variables AFl. AFP, Vit B12 vy Hci.

El AFP fue significativamente menor en ios tarahumaras (4.9 2.3 en ias tarahumaras

y 6.8 I 4 en ias mestizas). Los vaiaores de AFi y Vit B12 fueron mas bajos en ei grupo

de tarahumaras comparado con el grupo de mestizas pero no estadisticamente

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



3.6 Genotipos

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

Tabla Xl
Calculo de Hardy-Weinberg, por etnia

Madre

cC 28 3404 9 12.25

cT 63 50.91 5,85 24 17.5 4.95
1T 13 19.04 3 6.25

Padre

cc 26 29.71 12 1.1

CT 52 44 57 2.52 10 11.76 0.58
1T 13 16.71 4 3.1

Hijo

cc 49 507 15 125

cT . 50 46.6 a.58 10 15.0 3.56
TT : g 10.7 7 4.5

En la Tabla Xll se ghserva la distribucion de los genctipos. Los casos, se separaron
por diagndstico. 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 controles. El genatipe TT (homacigoto positivo) solo se presentd en (a
madre de un producto con LH c/s PH, pero este genolipo fue mas frecuente en la
poblacion control sin que se hayan evidenciado diferencias.
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Tabla XII
Genotipos de la poblacion de estudio {mestizos y tarahumaras)

Madre

CC 39 (28) 9 (56) 0.01 8 (40) 02
cT a5 (61) 6 (38) 11 (585)

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

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

T 17 (15) -() - (-)

Hijo

cc 63 (45) 6 (37) 11 (55) 0.8
CT 61 (44) 10 (63) 7 (35)

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

Al separar la poblacion por etnia no se encontraron diferencias entre el grupo control
y los defectos Tabla XIll 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 Xilt

Genotipos de la poblacion mestiza estudiaa

i Madre
| CC 29 (27) 9 (60) 0.08 6 (46) 0.08
CT 68 (63) 5(33) 0.2 6 (46)
TT 11 (10) 1 ({7) 0.3 14{8)
Padre
CC 25 (28) 7 (58) 0.15 5 (45) 0.1
CT 52 (58) 5 (42) 0.5 6 (55)
TT 12 (13) (-) -
Hijo
CC 49 (45) 7 (47) 0.9 7 (54} 0.8
[CT 50 (46) 8 (53) 0.7 5(38)
TT 9(8) ) 1(8)
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Tahla XIV
Genotipos dela blacién Tarahumara estudiada

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) () : Q.

Hijo

CC ' 16 (47) ) N.A 4 (57) 0.7
CT 10 (31) 1 (100} 2 (29) 0.9
L 7 (22) ) 1(14) 0.8

" N.A. No analizado estadisticaments

3.7 Frecuencia alélica

La frecuencia del alelo T por etnia y diagnostico se muestran en las Tablas XV y XVI.
Los productos considerados en la columna de casos, se compararon con los
contrales. 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

(F (FA)
‘ Madre 108 (0.41) 15(0.23) | 0.18 13 (0.30) 0.44
i Padre 89 (0.42) 12 (0.20) 0.14 11 (0.27) 0.34
T_Hijo 108 (0.31) 15(0.26) | 0.69 13 (0.26) 0.70
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Tabla XVI
Frecuencia alélica (FA) de la mutacion 677T en la poblacién de tarahumaras

Madre 30 (0.43) 3 (0.50) 0.81 6 (0.50)
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 ciencia, 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 descanacida 50 a 60%, ©. Recientemente se le ha
dado importancia a la etiologia multifactorial siendo €sta producto de una interaccidn
de factores geneticos y ambientales. Los DTN y LH ¢/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 mellitus, medicamentos
anticonvulsivos Y y anticonceptivos orales 2. En relacion a los factores 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 8a)

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

Se considera la edad materna, como un factor de riesgo menor para DTN, sin
especificar el rango ', el riesgo tiende 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, €stos coinciden con la
media de edad de la poblacion de mujeres con hijos de DTN descrita por Hendricks
‘%) También se observé una mayor proporcion de padres y madres >35 afiosde

edad en el grupo de DTN. Aunque existen pocos reportes que especifican la edad de
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riesgo del padre, Sandberg y cols. ' reportaron que 230.6 afios de ambas padres
incrementa el riesgo de tener un hijo con LH ¢/s PH.

En relaciin a la escolaridad y consultas prenatales no hubo diferencias
estadisticamente significativas y los resultados fueron similares a los encontrados en
la literaturg 9, |

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 matema se observd con una mayor praporcion de
primigestas en el grupo de casos, sin ser significativa en comparacion con los
controles.

Factores nutricionales matermos 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 ¢l riesgo de DTN. El IMC >29
aumenta el riesgo 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, lo cual pusiblemente ocasione mayor cantidad de eventos
reproductivos en riesgo. La ocupacion patermna de mayor riesgo corresponde al
trabajo agricola ®. En este estudio los factores de riesgo en los cuales encontramos
asociacion fueron la exposicidn laboral a plaguicidas. El efecto adverso sobre la
salud reproductiva depende de cuando ocurre el dafio y quien se encuenire
involucrado; padre, madre y/o feta. También depende del periodo de gestacion y
susceptibilidad del drgano en formacidn, asi como de la intensidad y duracion de la

exposicion al agente teratogena. ©7.

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

También se encontré asociacidn con respecte a la consanguinidad por linea patema,
como ha sido reportado por otros autores @7 Esto puede ser explicado ya que las
exposiciones ambientales paternas, pueden producir mutaciones directamente sobre
las células germinales, lo cual se expresaria en malformaciones en generaciones

subsecuentes

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

La exposicion a rayos X, fiebre, cohabitacion con mascotas y tabaquismo no
presentd diferencias significativas. A pesar de que Graham JM y col., ? reportan una
asociacion con hipertermia y encefalocele (3-4 semanas) y hendiduras faciales (4-7
semanas} en humangs, en el periodo critico. También sugieren que las infecciones
virales, causa comuin de fiebre, se asocian a malformaciones, particularmente DTN
@) Czeizel AE'?, asociaron con el uso de medicamentos tales como,
anticonvulsivantes “" trimetroprim, abuso de alcohol y tabaquismo, ya que
interfieren con el metabolismo de los folatos y los anticonceptives orales los cuales
disminuyen la absorcién de folatos “?; la presencia de estos factores es un riesgo
para la ocurrencia de defectos cangénitos tanta para DTN y LH ¢/s PH. Hemandez-
Valencia y col. reportan complicaciones encontradas en hijos de madres con

hiperglicemia mencionando mielomeningocele, labio y paladar hendido, entre otras
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Qu CY y cols. “8_ sugieren que el polimorfismo C677T de la enzima (MTHFR) es un
factor de riesgo para EB, segun este autor el s er homacigoto p ara e sta m utacion
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
tamafio de la muestra fue muy pequeria.

4.2 Caracteristicas generales de los nifios estudiados

Cuando un embarazo cursa con defectos congeénitos, una de |las consecuencias en €l
desarrollo intrauterino es el retraso del ¢recimiento. La magnitud del retraso varia
segun el tipo de defecto. La relacion entre retardo del crecimienta y la anomalia
congenita puede ser explicada como un problema primario por la predisposicion del
feto, o como resultado de una reaccion a la presencia de una anomalia. El retardo en
el crecimiento constituye 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
proporcion de RCIU en los casos de recién nacidos. En los lactantes todos los casaos
de LH cfs PH presentaron desnutricton, Esto es explicable por la dificultad que tienen
estos nifios para ser alimentados y ademas, con mucha frecuencia tienen infecciones '

en oido, 17

4.3 Revision morfolégica en los nifios
de defectos del tubo neural

El periodo ¢ritico d e los casos de DTN en el presente estudio, para EB: se ubicd

entre el dia 27 al 29 de gestacidn aproximadamente; periodo en €l cual ocurre el

cierre de la region caudal del tubo neursal; para los encefaloceles se ubicéd 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 misma.

El género femenino fue mas cominmente afectado en los casos de DTN
(masculino:femenino 0.53:1), lo cual coincide con lo reportado en la literatura 1% 1126
40.82. 8) Desde décadas atras se demostrd que en embriones machos de raton 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
neurulacidén hay suficientes células en los pliegues neurales para llevar a cabo un
cierre normal del tubo neural, esto podria explicar la predispasicion del género
femenino ®%. Otros autores mencionan un predominio del género femenino en los
defectos altos.

Las observaciones de este estudio coinciden con 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 neuroeje, pero la
localizacion que se presenta con mayor frecuencia (75%), es en la region [umbosacra
83. %1 o que concuerda con los hallazgos de este estudio (75%), aunque algunos

autores sefialan a |a region lumbar como el sitio mas frecuente ?% %92,

Los DTN praducen disfuncion de muchos arganos y estructuras ademas del sistema
nervioso central y periférico como el esqueleto, la piel y racto genitourinario. La
hidrocefalia es una anomalia que acompafia con mayor frecuencia a los MMC % &7,
9 en este trabajo 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 las casos no es aparente al nacimienta sino unos dias
despugs ©? o puede presentarse entre la segunda y cuarta semana después del
nacimiento ‘. Otros estudios reportan hidrocefalia en un 80 a 85% de sus casos, lo
cual esta de acuerda con nuestros resultados tomandolas en una forma global, ya

que otrgs autores no especifican el tiempo en que se presento la hidrocefalia €2 89,
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Cuando el MMC se localiza en la regién lumbar se manifiesta con una paralisis
flaccida y amefléxica, incontinencia esfinteriana y alteraciones posturales de las
extremidades inferiores y es frecuente encontrar pie varo % % %0 En nuestro
estudio, los casos que presentaron pie varo también fueron MMC localizadas 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 corroborario
por carecer de evidencias sobre la existencia de rifién paliquistico para completar la
triada caracteristica de este sindrome ¥,

Numerosos estudias han reportado a la anencefalia como el DTN més frecuente
2,30.30 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

@ y se ha

(meroanencefalia) con frecuencia se abortan antes del nacimiento
reportado que la prevalencia al nacimiento de anencefalia y EB han disminuido ya
que durante el diagndstico prenatal, la pareja decide terminar con el curso embarazo

®1 esto no es posible en nuestro pafs ya que no esta permitido el aborto.

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

fue el mas alto en su presentacion na combinada con atro cierre '

4.4 Revision morfolodgica de defectos

de labia hendido c¢/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 realizade por

Shaw " uso esta clasificacion y considerd que las lesiones aisladas estaban
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acompafiadas de otra alteracion menor y las mdltiples estaban acompafiadas de
alteraciones mayores; reportando una proporcibn mayor en |a 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 gstudiar a todos los pacientes que presentaron labio con y sin paladar
hendido.

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

El periodo critico de nuestros casos de LH ¢fs PH fue desde la 6° a la 12° semana de
gestacion (42-84 dias), es probable que se afectara el desarrollo de la cara y paladar
desde la 6° semana, cuando ocurre la unidn del proceso marxilar con el nasolateral,
provocando que el ala de [a nariz se desplazara hacia abajo y se aplanara, con
diferentes grados de severidad.

Se observaron alteraciones en el desamollc de la region 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 la union entre paladar primario y secundario,
afectandose hasta el paladar blando.

Con respecto a la extension de |a fisura en labio se observé que se extendid hasta la
narina y en ocasiones llegd hasta el barde mucocutaneo de la encia. Los defeclos de
separacion del paladar también 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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Aunque en-la revision de la literatura no se encontrd explicacion del por qué son mas
frecuentes estas alteraciones en el ganero masculino los hallazgos que observamos

con una relacion de 1.3:1 concuerda con o reportado 119,

Cziezel y cols. ®”) mencionan mayor frecuencia en la presentacion de LH c/s PH
dentro de su poblacidn de estudio, lo cual concuerda con los resultados de este

trabajo.

Los DTN y LH c¢/s PH son alteraciones cronicas 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 importante impacto psicosogial.

4.5 Determinaciones sanguineas maternas
de acido 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 DTN, sin embargo, no todas presentan

cifras bajas de folatos sérico o en los eritrocitos durante el embarazo 2,

Evidencias bioquimicas 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 asociacidn entre deficiencia de AF y DTN es discutible, por un lado se ha descrito
una relacion directa con el uso de suplementos multivitaminicos para disminuir la
ocurrencia y recurrencia de DTN @ 9. 41 4 hign se a relacionado la ocurrencia de
DTN con la deficiencia de folatos en sangre ** y por otro lado, algunos autores

argumentan que existen problemas de interpretacion derivados del sesga de
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memona, sefialan que es dificl establecer si tal asociacion depende de los

suplementos vitaminicos por si mismos €9,

La deficiencia de Vit B12 se ha considerado como un factor de riesgo independiente
en RN con algin tipo de DTN. Esto puede ocurrir debido a la absorcidn inadecuada y
no a la ingesta de esta vitamina, sin embargo en nuestro estudio no se asoci¢ como

factor de riesgo para estas alteraciones (12,

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

Debido al tamafio 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 si sea un factor de etiolégico de éstas malformaciones, 0 bien
estan en un mayor riesgo.

Ademds una moderada hiperhomocisteinemia, también se ha descrito come un factor -
de riesgo para DTN ©®8 %8 59 parg en nuestro estudio la asociacion no fue
significativa.

El uso de suplementas de AF maternos durante las etapas tempranas del embarazo
se ha sugerido que juega un papel en la prevencion de las hendiduras orofaciales no
sindrémicos (LH y LH ¢/s 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 canalizacidn, asl como durante la formacion de la cara y
paladar primario y secundaria 'V,

Existen reportes que demuestran la asociacion entre deficiencia de acido félico y LH
c/s PH y otros estudios que no apayan tal hipdtesis. Por un lado se ha descrito una
asaciacion 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 uso de
suplementos de acido fdlico en altas dosis (6 mg diarios) durante el periodo critico
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del desarrallo previene LH cfs PH ©7), otro trabajo solo encontraron asociacion con
PH “4- algunos autores no han encontrado diferencias en la ocurrencia de estos
defectos con el uso periconcepcional de multivitaminicos €7 o bien ¢con el uso de AF
solo *®. Por otro lado algunos autares no han encontrado asociacién con los niveles
de folates sanguineas ©9, 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 C677T de la
MTHFR en la etiologia de los DTN. Por un lado, diversos autores encueniran un
aumento del riesgo para DTN en paortadores de la mutacién en estado homocigoto,
tanto en las madres coma en los productos afectados (1380, 97)

En el presente trabajo no se encontrd asociacion de la mutacion C677T can DTN, en
los padres, madres y productos afectados, independientemente del grupo étnico.

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

El genotipo TT por si mismo puede no ser el mayor determinante de defectos
congénitos, sino el efecto de la interaccion entre el genctipo vy el estado de |os folatos

u otros factores ambientales ¥

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

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

de LH cf/s PH.

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

DTN y no encantraron asociacion, pero al realizar un segundo trabajo, en el que

71



incluyeron 203 pacientes con DTN, mostraron una diferencia significativa entre el
genctipo de la MTHFR y el incremento en el riesgo de DTN @0,

Salo €l 13% de los DTN puede ser atribuido al polimorfismo 677T ®®, mientras que el
50 a 70% de todos los DTN pueden ser prevenidos con 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 poblacidn de estudio.

La patogénesis de los DTN se ha estudiado en modelos de ratones mutados.
Estudios embriolégicos en ratones sugieren que la falla en el cierre del tubo neural es
heterogénea 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, demosird 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 segin 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 poblacion de Nuevo Leén y menor que la
reportada por Gonzélez y col., 1% en Yucatan de 0.59. Con respecto a la poblacion

2 reportaron una frecuencia alélica de 0.44 sin

tarahumara Davalos y cal.,
especificar género ni edad.
En los tarahumaras de este estudio la frecuencia alélica 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
menor.

La frecuencia alélica de la mutacion 6777 en el grupo de estudio fue mas baja
(padres, madres e hijos) en el grupo de DTN y LH c/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 excepto en los hijos afectados.
Las diferencias en la frecuencia alélica encontradas en nuestro grupo de estudio
padria i ndicar un papel diferente d e la mutacion enla eticlogia d e estos d efectos
(DTN) asociados a un medio desfavorable (multifactorial).

La distribucion del alelo 677T tiene una gran variabilidad en el mundo. La mutacion
es altamente prevalente en algunos grupos de Asia, Italia y Brasil con una frecuencia
alélica de 0.40 a 0.45 y menos frecuente en la poblacion holandesa e idandesa y
otras poblaciones caucésicos con un rango de 0.21 a 0.28 “9 Bl polimorfismo es
considerablemente menos frecuente en la poblacién negra de Africa menos del 10%
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CAPITULQ 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 nesgo para los DTN en
pablacion 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 poblacion tarahumara.

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

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

7. Los nifios ¢con LH c/s PH presentaron un mayor grado de desnutricion,

5.2 Perspectivas

1.

Estudiar la morfologia del desarrollo de! sistema nervioso en animales de
experimentacion para analizar las diferencias con relacion al genera 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 poblacion de estudio para
establecer una asociacion con otras factores de riesgo.

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

Promover estudios de ultrasonido, para hacer un diagnastico prenatal de estos
defectos.

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

8. Analizar los datos de la encuesta nutricional para determinar la cantidad de AF
ingerido por las mujeres del presente estudio,

5.3 Aportaciones
Diversos factores de riesgo se¢ han asociado alos DTN y LH ¢/s PH. Estos factores
dependen principalmente de: la poblacién de estudioc y la susceptibilidad genética-
medio ambiente, la predileccion de estos defectos por un género determinadg y los
factores genéticos que regulan el desarrollo del embrion.
En este estudio se infiere que en la poblacidén de Chihuahua:
¢ Los DTN son mas frecuentes en el género femenino, principalmente los de
localizacidn superior, probablemente debido a una diferenciacion del tubo
neural mas tardia en estos productos.
¢ La expasicidn a plaguicidas de padres y madres aumenta el niesgo de tenerun
producto con DTN.
e Laconsanguinidad es un factor que aumenta el riesgo de defectos congénitos.
e Alteraciones en el metabolismo del AF tales como disminucidn de folatos
sanguineos y palimorfismos {mutacion C677T de la MTHFR) pudieran estar
relacionados con un mayor riesgo de DTN y LH ¢/s PH en la poblacion
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
embarazo.
Con los resultados del presente trabajo se propone que deben realizarse camparias
de prevencion de consumo de AF en la poblacion, sobre todo la tarahumara, en
forma permanente por los embarazos no planeados y durante todo el embarazo,
evitar |a consanguinidad y la exposicién a plaguicidas para cantribuir a la disminucian
de la mortalidad y discapacidad infantil mediante la reduccion del nacimiento de
nifios con defectos congénitos.
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APENDICE A

Encuesta de factores de riesgo y nutricional

HOSPITAL CENTRAL, HOSPITAL GENERAL, HOSPITAL INFANTIL, INSTITUTO MEXICANQ
DEL SEGUR( SOCIAL, FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
CHIHUAHUA Y LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO

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 HENDIDO

FICHA DE IDENTIFICACION
Caso

Control

Folio

EN CHIHUAHUA

Procedencia

Namibre

Numero de afiliacion

Direccion

Calle

Colonia

Ciudad

Teléfono

Hospital

Teléfono celular

Encuestador

Facha
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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 investigacidn titulado Asociacidn de la
deficiencia de acido folica y polimorfismo genético de la MTHFR con defectos de tubo neural y labio
hendido con ¥ sin paladar hendido en Chihuahua, registado ante el comité de cada hospital, en el Seguro
Social tiene el nimero G1-146-0001.

El objetivo del estudio es describir la morfologia externa del producto recién nacido. Se me ha explicado que
mi participacidn consiste en; contestar wna entrevista acerca de ru embarazo vy amtecedentes de salud,
permitir que me sea tomada una muestra de sangre perifénica pata determinar ¢l acido t6lico, homocisteina y
la Metiltctrahidrofolate-reductasa (MTHFR), asi como la revision de mi hijo y una toma de sangre de talon
pard la determinacion de la MTHFE. La toma de la rmuestma no pune en resgo mi vida ni mis condiciones
generales de salud,

El investigador principal la Dra. Dora V. Chiavez Corral se ha comprometido a darme informacidn oportuna
de los resultados asi como a responder cualquier duda que le planteé.

Entienda 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 el hospital.

Estoy en mi derecha de solicitar cualquier aclaracién y obtener informacidn sobre los resultados del estudio,
asi comw no participar en el mismo si asi lo decido, la infermacidn obtenida serd de cardcter confidencial y en
ningin momento se violara mu privacidad.

Nombre y Firma del Participante Firma del [avestigadar principal

Testigo Testiga
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1. Uwdad de atencion médica

12. Escolandad de la madre
{Cual fue ¢l 1iltimo afio que ustcd aprobd en la

2. Ciudad escuela?
1 | Chihuahua 1 [Nofuealaescuela (0
2 | Delicias 2 | Primaria | 21314156
3 | Camarga 3 | Secundariacompleta {1 |2 |3
4 | Meoqui 4 | Técnico post-sec 1 [2]3
5 |Parral 5 | Bachilleres 1 [2]3
¢ [Cual 6 | Preparatoria 1 (2
7 | Téc. Post-vocacional {1 |2 |3
4 | Profesional 1 21314156
3. Edad dc la madre en afios curmnplidas 9 | Postgrado I [2[3]4]5]|6
10 | Quaos
4. FEdad del [_gadrc en afios cumplidas 13. Total de afios aprobados_~
5. Raza 14. Escolaridad del espose
Padre [ Madre
1 | Mestizo 1 [Nafucalaescucla |0
7 | Tarahumare 2 Primaria 1 213141516
3 | Mendn 3 | Secundaria commpleta |1 |2 |3
4 |CQta 4 | Técnico post-sec 1 |23
5 | Bachilleres 1 |23
6. Fecha de dltima menstruacién § | Preparatoria I |2
7 | Téc. Past-vocacional |1 |2 |3
[Dia_|Mcs | Ado 8 __| Profesional L 12(3]4]s5]s
9 | Postgrada I [2(3]|4]5]6
7. Acudio a control prenatal 10 | Qtros
0 _[Si No sabe 49
I |Neo 15. Total de afios aprobados_~
Si su respuesta e8 NO pase a la pregunta 9 Na sabe _ (99)

16. ;Sabe si el 4cido folico previene alteraciones

8. Nimerg de consultas prenatales congénitas?
Q 51
9. Semanas de gestacién 1 |Neo
:ﬁ] 17. ;Sabe si debe de tomarla antes de
embarazarse?

10. Numere de embarazas

{Contando este embarazq) Si
Embarazo |1 (2|3 [4]|5]|6 |7 1 |No
Niunerg
Producto® 18. ;Tomo alguna vitamina regularmente, tres
Sexa (MF1) veces a la somana, tres meses antes del
(%} NV nacide vivo NM naido muerto AE aborto embarazp?
espontaneo Q0 [Si
1 No

11. ;Sabe usted leer y escribir?
0 | Si
| |{No
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19. ;Tomd alguna vitamina tegularmente, tres

27. 1 Cuanto tiempo deja los vegetales en

veces a la semana, durante los tres primeros cocimicnto?
meses después del embarazo?
0 |Menos
0 |8Si de 30°
1 Na i 30"
$1 su respuesta es NO pase a la pregunta 22 2 |Masde
20. ;Con qué frecuencia? RIf)
1 | Periconcepcional (3 28. ;Con cuinta cantidad de agua cuece sus
mescs antes ) vegetales?
2 | 1° mes de embaraza
3 12° mes de embaraza 0 |Misma
4 | 3° mes de embarazg 1 | Mas
3 | 8olo2° y 3° trimesue 2 | Menor
21, ;Qué tipo de vitaminas tamd durante los 3 29. Consume con frecuencia log siguientes
meses autes y después del embarazo? alimentos
0 | Muliivitaminicos Pan de caja imtegral y Si | No
1 | Acido fGlico solo 1 | blancg
2 | Minerales y vitaminas 2 | Com Flakes ( Maizoro)
3 | Nosabe 3 | Bran Flakces (Kellopgs)
4 | Frooty Loops
22, (Utlizd anticonceptivos antes de  este 3 | Choca Krispis
cmbarazu? § | Zucaritas
0 |Si 7 | Haroa de Maiz Hipermart
1 No 3 Choca Milk
51 la respuesta es NO pase a la pregumta 26 9 | Suavicremas Marinela
[0 | Arcoiris Gamcsa
23, ;Qué tipo de anticonceptivos utilizd? 11 | Saladitas
12 | Emperador
0 [ Orales 13 | Sopa Instantinea Nissin
1 | Espermaticidas
2 | Ioyectables 30. Nuamera de abortos anteriores a este altirma
3 [ DIU embarazo
Q
24, ;Cuanto tiempo los utlizo? 1
2
Especificar 3
0 [ Meses
1 | Afios 31, ¢Ha tenido embarazos anteriores con defectos
congémnitos?
25. 1 Continugd con anticonccptivos durante cl
embarazo? [0 |si
1° trimestre | 2° trimestre | 3° trimestre | {1 [Na
? ;l Si la fespuesta es NO pase a la pregumia 34
o
32. ;Fue en un aborte, mortinato o recién nacido?
26. Enque forma cansumne los vegetales Mortinato | Obito [ RN |
0 |Si
0 |Frescos 1 |[Nosabe
1 | Congelados
2 | Cacidos
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33. ;En que parte del cuerpo tenia el defecto
congénito?

Q |Cabeza

1 |Espalda

2 |Cara

3 | Extremidades
4 | Otros

34, ; Tuvo algiin familiar con defectos congénitos
en abocto, mortinato o recién nacido?

Pateime | Materno
0 | Hermano{a)
1 | Abuelo
2 | Abuela
3 | Primos
4 |Otro
5 |Ninguno
33. (Curs( con patologias durante el embarazo?
0 |Si
l_ Na

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

Si [No
Enfermedades agudas 9 |1
Infecciones respiratonias

Infecciones gastrointestinales
Infecciones urinarias

| Shock alérgica

Hepatitis

Parotiditis

Rubéola, sarampion, varicela
Otras

o~ ||t | ] -

37. ;Fue al médico por alguno de estos motivos?
Q |[8Si

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

38, ;Le dio tratamiento médico?

Si
1 No

39, ;Cual?

40. iLe ha ocumido lo siguiente durante su
embarazo 0 un mes antes de quedar embarazada?

Enfermedades crénicas 0 |1
Asma branquial
Diabetes
Insuficiencia cardiaca
Insuficiencia tenal
Cancer

Sifilis

Otras

41. ;Fue al médico por alguno de estos motivos”

|| | e | | B |

0 |[Si
1 No

Si la respuesta es NO pase a la pregunta 44

42. ;{Le did tratamiemnto médica?

0 |Si
1 No
43, 1 Cuél?

44, Sc vacuné duramte su embaraze o un mes
antes de quedar embarazada

Si [ No
Inmunizacignes 0 1
Viruela
Tétanos

| Poliomuelitis
Difteria
BCG

Antigripal
Rubéola

QoA ||| |t —

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
L] 1

Antidiarréicos

Carticoides

Trimetrapim

Acetaminofen

Acido acetil salicilico

Antibidticas

Antiemeticos

Tranquilizantes

Oa | ||| Pt A |-

Anticogvulsivantes

Honmonas

Quos

No se acuerda el nombne

46. ;Le tomaron radiografias 3 meses antes del

embaraza y 3 meses después?

olsi |

1 [No |

8i la respuesta es NO pase a la pregunta 48

47. ;De qué parte de su cuerpo?

Cabeza

Cara

Cuello

Torax

Ahdomen

Extremidades

. LIS N SN g ) P ]

Otras

48. ;Lc tamaron radiografias a su esposo 3 meses

antes de su embarazo?

0 |Si
1 [ No

Si la respuesta es NQ pase a la pregunta 50

49. {De que parte de su cuerpo?

Cabecza

Cara

Cuello

Tdrax

Abdomen

Extrermdades

[o\u-.hum-—o

Otras

50. ¢Se¢ bailé en apuas termales o de vapor

duraate su embarazo?
0 |[Si
1 No

Si la respuesta es NQ pase

a la pregunta 53

31, Cuinto tdempo durd =n el agua?

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

52. (Cuantos meses tenia de embarazo?
Q0 |1-2
1 |3-4
2 |5-6
3 [7-8

53. ;Tuvo fiebre durante su embarazo?

9 |Si
1 |No

Si la respuesta es NO pase a la pregunta 56

54, ;Cuantos meses tenia de embarazo?

para la ficbre?

0 [1-2
L |[3-4
2 |5-6
3 |7-8
55. ;Cudl medicamenta tomao
0
1
2
56. ;Fsta emparentada con su esposo por €l lado
de su padre o su madre?
4 |Si
1 Mo

57. ;Esta emparentada con su esposo por el lado

de su abuela o abucla?
0 |Si
1 No

58. ;Lstd emparentada con su esposo por ¢! lado
de su suegro o su suegra?

a |Si
1 No
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59. En la colonia donde usted vive tiene cerca
una:

0 [ Magquiladora
1 | Fabrnca
2 Sembradio
3 | Transtormador de luz
4 | Otros
J | Ninguno
60. ;Cull?

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

0 [ Mcnos de un kilometro
1 | Entre 2 y 3 kilémetros
2 |Emwe 4 y 5 kilometros
3 |Nosabe

-

62. jDurante los 1iltimons tres meses aplicaron
insecticidas cerca de su casa?

Q0 |Si

1 No

Si la respuesta es NQ pase a la pregunta 65

63. ;Sabe de que manera?

0 | Avién
1 | Tierra
2 | Tractor
3 Otros

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

0 | Menos de un kilémetro
| | Entre 2 y I kildmetros
2 | Enue 4 y 5 kildmeuos
3 |Nasabe

66. (Ensu casa alguien trabaja con insecticidas?

Q0 | Padre

1 | Madre

2 | Ambos

3 | Otros

4 | Nadie

67. ;Durante los Gltimos tres meses  furnigaran
su casa?
0 |8
1 |No

68. ;Utliza con frecuencia algin insecticida en

gu casa?
0 |[Si
1 No

Si la respuesta es NO pase a la pregunta 69

69. Con que frecuencia

0 | Nunca

1 | Diariamente

2 | Semanalmente
3 | Mensualmente
4 | Aoualmeate

5 | Ocasionalmente

69. Empleo de la madre

Hogar
Maquiladara
Estilista
Anotar ;cual?

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

73, ;Cudnto tiempo tiene trabajando en ese lugar?

b | | b |

Afos Meses

74. Enpleo del padre

Maquiladora
Campesing
Oficina
Chofer
Albaiiil
Anotar ;cual?

o] e —

75. Nambre 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 trabajando en ese lugar?
Afios Meses

79. (Alguna vez ha fumada?

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

80. ;Fuma ahura?

(¢ [si
1 |Neo

81. ;Cuantos ciparros se fuma al dia?
nimero de cigamos

82. ;Fum) durante su wltimo embaraza?

0 |Si

1 |No
83 ; Cuintos cigarros se fuuna al dia?
_____ mumero de cigarros

84. ;Cuantos afios ha [umado usted durants su
vida?
__ ahos enteros

85.  Fuma su espaso?

¢ |Si
1 |Nao
QOcasionalmente

Si la respussta es NO de por terminada la
entrevista

86, ;Cudntos cigarros se fuma al dia?

___ nimero de cigarros

§7. ;Fumé durante su tiltimo embarazo?

Q0 |Si
1 |[Ng

88. ;Cuil fue su antojo preferido mas frecuente
durante su embarazo?

89. ;(Convive con mascotas o animales dentro de
sucasa?

0 Su
1l No

Peso antes del embarazo
Peso al final de! embarazo

Talla

Hb

Hio
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APENDICE B
Encuesta Morfoldgica

1. Nacimiento: dia mes aflo

2. Nombre de la madre

3. Folio,

4. Casa Control

5. Vivo Muerto

6. Obito Prematura Recién nacido Lactante

7. Edad morfoldgica: Obito__ Prematuro Recién macido Lactante

3. Diagnéstico morfoldgico.

9. Peso cu gramos;

10. Sexo morfolagico. 1.{ } Masculino 2.{ ) Femenino 3.( ) Indiferenciado 4.( ) Ambiguo

11. Longitud Crineo- caudal

12. Longitud créneo -talén Longitud de pie

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

1 () Edema generalizado 2 ( ) Edema localizade 3 ( ) Hemangiomas 4 { ) Nevus hipopigmentar 5 ( )
Nevus hiperpigmentar (nimsro, tamaiio, ubicacitn en ¢l cuerpo, color, textura, forma, poner
dibuja)

14, Cabeza: 1. ( )Nomal 2.( ) Anommal
a) Microcefalia  b) Hidrocefalia
Perimeatro cefilico en centimewos Forma de la cabeza
15. Cara: 1.{ ) oormal 2.( } unormal
a) Gyos: Utncacidn Ornientacion
b) Pabellon awricular: [mplantacidn Ausencia Hipoplasia
Hiperplasia
Tipo de malformacidn o deformidad:

Partes afectadas de la orgja
Penmeabilidad del conducto auditive

¢) Nariz:

d) Boca: 1.{ ) normal 2.( ) apormal
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Marcar con una X el lugar afectado

Labio (1) Encia (2) Paladar dseo (3) Paladar blando (4)
Derecho | Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho | Izquierdo
() 2 (09) 2) (€] ) [€)) (2)
Extension de la fisura:

Labio (1)
0 | No hay fisura
1 | La fisura llega al borde mucoso-cutaneo
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 | Lafisura incompleta afecta mas de la
mitad del reborde alveolar

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

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

No hay fisura

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

(PSRRIl L ]

Marcar en los dibujos la alteracion
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d) Anomalias de la linea trago-oral (del conducto auditivo a la comisura de la boca).

1. Tipa de clomento aberrante: apéndice L ), fosetaosenn2( ), fstula3( ) y quiste 4 )
2. Nimero de elementos aberrantes
3. Lado afectado: Derecho 1 ( ) [zquierdo 2 { } Bilateral 3( )
4, En caso de apéndices: 1) Consistencia: cartilaginosa 1( ) 2 Blanda ()
2) Tamaiia en num

3} Base: Sésil 1 () Pediculada 2 ( )

16. Cuzllo: 1. { ) normal 2.( }anormal

Fistulas 1{ ), aumentos de volumen 2( ), corto 3( )
Otros

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

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

1( ) numero de vasos en el cordén umbilical, 2 ( ) hernias 3 { ) onfalocele 4 ( ) extrofia.
(Otros

19. Extremidades: 1.{ ) normal
1) Miembros afectados
2) Partes ausentes del moembro afectado
3) Partes preseates, pero hipotréficas o anomalias del miembro afectado

4) Partes presettes y normales del miembro afectado
Hacer un dibyjo

2.( ) anormal

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

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

a) Falo: Longitud en mm:
b) Aspecto del escrote: Normal 1( ) Muy liso 2( } Muytugoso3 ()
Hipoplisico 4 ( ) Bifido 5( )

¢) Testiculos: Descendidos 1( ) Altos 2{ ) Enelcanal 3( ) No palpables 4( )
Hacer un dibujo especificando 1a posicién del meato urinaric:

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

Hiposzpadias:
a) Posicion del meato: Glande 1{ ) Surco balanoprepucial 2( ) Cuerpo del pene 3( ) Penoescrotal
4 ) Escroto 5( ) Periné6( )
b) Aspecto del escroto: Normal 1( ) Muy liso 2 { ) Muy rugosa 3{ ) Hipoplasico 4{ )
Bifido 5 )
¢} Testiculos: Descendidos 1( ) Altos 2( ) Enelcanal 3( } No palpables 4( )
Hacer un dibujo
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21. Sistema nervioso: 1. ( ) normal 2( )apormal.
a) Espina bifida:
Tipa: Meningocele
Miclomeningocele
Miclocele
Raquisquisis
Mielosquisis
Espina bifida oculta
Aspecta: Saca meningeo roto
Gran profusién del meningeo rato
Parcialmente epitelizada
Nivel: Cervical I{ ) Darsal 2( ) Lumbar 3¢ )
Extensién: en centimetros
Hacer dibujo

b} Crdneo bifido:
Tipa: Encefalocele
Meroanencefalia
Iniosquisis
Anencefalia ¢on sus puntos de cierre
Aspecto. saco meningeo roto
Gran profusién del meningeo roto
Parcialmente epitclizada
Nivel: cervical ( )
Extersion: en centimetros
Hacer dibujo

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

Sacro 4( )
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APENDICE C
Metodo para determinar Ac. Folico/Vitamina B12

Manipulacion y tipa de muestra;

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

Para las determinaciones de vitammina B12 y acido 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 la muestra se mezcla ligeramente y se le determina el

hematocrito, parametro necesario para conocer posteriormente la cancentracion de

acidg fdlico intraeritrocitario.

Acido folica intraeritrocitario (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 dilucion (1:21) con una
solucion fresca al 1% acido ascdrbica {esta solucién contiene 0.1gr de 4cida
ascorbico 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 Wz y se le agregan los 200ul de la sangre completa, se mezclan
ligeramente en un vortex.

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 contaminacion de la muestra.

Acido folico 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 igual manera se coloca en un tubo
previamente cubierto para protegerio de la luz, se cubre con parafimy se
almacena a —20°C.
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Procedimiento del Radioginmunoensayo

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 trabajo cuenta con 7 calibradores (A, B, C, D,
E, F Y G)y 1 (controi 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.

Pracedimiento del ensayo.

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

Aradir 200! de las muestras correspondientes {(Hemolizado y Plasmatico) para cada

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

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

Preparacion de la solucién de frabajo

Preparar la solucidén de Trabajo con los reactivos (Ditiotreital y Trazador) 30
minutos antes de su uso. Los volumenes requeridos en mililitros son 50pl de
Ditiotreitol y 1000ul 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,
Afadir 50ul 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 bafio térmico. En esta
incubacion no deben transcurrir mas de 45 minutos, porque puede afectarse el

resultado de la concentracién de Vitamina B12 manejando valores falsos
negalivos bajos.
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Anadir 1000ul 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 menos 15 minutos a 3800 rpm.

Decantar los sobrenadantes simultaneamente, con ayuda de una rack de
esponja y retener |os p recipitados para la medicion. Este paso es de suma
importancia, ya que la decantacion debe ser completa y uniforme con la
remocion de toda la humedad visible mejorando asi la precision del ensayo.
Colocar sobre papel absorbente una o dos veces para remover todas las
gotas residuales.

Registrar las cuentas de radiactividad a partir del precipitado, el cual contiene
la fraccion unida. Esta medicion se hace un contador gama para I'® y Co ¥

durante un minuto para cada isétopo.
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APENDICE D
Método para determinar Homaocisteina

Marnipulacién y tipo de muestra:

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

Utilizar 3 ml a proximadamente 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 parafiim 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)

Colocar a temperatura ambiente las muestras y los reactivos.

Verificar |la calibracion del IMx. La calibracion se lleva a cabo con los
siguientes reactivos: 6 calibradores para homaocisteina con 3.5 mL de reactivo
para el (Calibrador "A” ¢ bien calibrador cero-blanco, par su concentracion de
homocisteina de 0.0 pmollL), y 2.5 mL de reactivo para los calibradores
restantes (calibrador ‘B” con una concentracion 2.5 umol/L, calibrador “C” con

una concentracion 5.0 umol/L, calibrador “D” con una concentracidn 10.0

pmol/L, calibrador “E” con una concentracion 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 concentracién de 7.0 umol/L, y un

intervalo de 5.25 a 8.75 umol/L,, el Gontrol *M” o medio, con una concentracion

de 12.5umol/L y un intervalo de 10.0 a 15.0 pymol/L y el Control “H” o alto con
una concentracidn de 25.0 umol/L y un intervalo de 20.0 g 30.0 pmol/L).
Utilizar 100 p! 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, las cuales se colocan en tubos conicos de 2 mL (Eppendorf).

s Agregar 200 pL de TSNT y se invierte lentamente, agregar 00 uL de fenol
saturado (SIGMA), y se agitan en un vortex por 5 minutos, posteriormente se
agregan 100 uL de SEVAG y 200 plL de TE 1X agitando en un vartex.

Centrifugar durante 8 minutos a 14 000 rpm, separar la fase acuosa (superior) y
pasar en un tube conico de 1.5 mL (Eppendorf). Rotular el tubo agregar 1 mL de
etanol absoluto, después se invierte suavemente ty se observa la formacion de la
hebra de DNA, centrifugar por 8 minutos a 14 Q00 rpm., decantar y afiadir 500 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 la pastilla de DNA durante 1-2 horas. Finalmente se

resuspende la pastilla con buffer TE1X y se almacena en el refrigeradar a 4°C.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

« Utilizar los iniciadores MTHFR-1 (S -TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3) y
MTHFR-2 (5"-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3).

e Condiciones de reaccion por muestra:

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

MTHFR 1 (5uM) 0.5 uM 25

MTHFR 2 (SulW) 0.5 uM 25

dNTP's 10 uM 0.2uM 0.5

MgCl; 25 uM 1.0 uM 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 termaciclador:

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

2 Desnaturalizacion 94°C 1 min

3 Alineamignto 99°C 1 min

4 Extension de cligonucledtidos 72°C 1 min

5 Repetir los pasos 2-4, 35 ciclas

6 Extensidn final 72°C 7 min

= La amplificacion por PCR utilizando estos iniciadores genera un fragmento de
198 pbh. Para verificar el éxito de 1a PCR por electroforesis, se colocaron 3ul

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

Digestion:

« Los praductos amplificados se digieren con la enzima Hinf | a 37°C durante 12
horas bajo |as siguientes condiciones de reaccian:

Reactivo WL {par reaccién)
Amortiguador N2 10x 1.5

Hinf | (10U/uL) 0.6

Agua mQ 2.9 (aforar a15)
Producto amplificada 100

« 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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