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SINTESIS

Se realiz6 un estudio de casos y controles en Villa Clara para estudiar factores genéticos y
ambientales relacionados con defectos congénitos folato-sensibles entre 2013 y 2018. Se aplico
un cuestionario a 106 madres de casos prevalentes e igual cantidad de casos incidentes y
controles. En todas se determind la segmentacion neutrofilica y concentraciones de cinco
oligoelementos. En 100 madres se determinaron niveles de homocisteina y en 133 el
polimorfismo C677T. Se analizé el efecto aislado y conjunto de las variables sobre la aparicién
de dichos defectos. Se identificaron conglomerados que incluyeron cuatro municipios. Las
edades maternas extremas, enfermedades cronicas, consumo de medicamentos, periodo
intergenésico corto, alteraciones del peso materno y consumo deficiente de folatos resultaron
asociados en diversos analisis. La hipersegmentacion neutrofilica y los niveles de homocisteina
resultaron buenos marcadores indirectos de deficiencia de folatos. Las bajas concentraciones
maternas de cinc, hierro y magnesio, asi como la hipercupremia, se asociaron a la presencia de
cardiopatias, DTN y hendiduras labiopalatinas en su descendencia. El alelo 677T se asocio al
total de madres con hijos con estos defectos y con DTN, evidenciandose en modelos de
codominancia y recesividad. Los andlisis multivariados de parametros maternos muestran el

origen multifactorial de los defectos folato-sensibles.
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INTRODUCCION

Los defectos congeénitos (DC) son alteraciones morfoldgicas, bioquimicas o funcionales de
origen prenatal, que originan una alta mortalidad y variedad de complicaciones. Los recién
nacidos (RN) con DC, comparados con aquellos que no los tienen, son mas propensos a
hospitalizaciones, asi como a alteraciones neuroldgicas y psicologicas. (1) ()

De acuerdo a datos aportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada afio fallecen
303 000 RN en el mundo debido a DC. Ademas, constituyen la segunda causa de mortalidad en
menores de un afio y entre las edades entre uno y cuatro afios. De forma adicional, un incontable
nimero de DC conlleva a abortos y muertes fetales. Segin datos de este organismo
internacional, el 94% de los DC mayores ocurren en paises de ingresos bajos y medios, donde
resulta comun la deficiencia materna de macro y micronutrientes. (1) 2) 3) @ 5

Entre los afios 2013 y 2018 fallecieron en Cuba 2162 menores de un afio por DC y anomalias
cromosdmicas, para una tasa de prevalencia de 3,0 por 1000 nacidos vivos (NV). En igual
periodo fallecieron por esta causa en la provincia de Villa Clara 38 menores de un afio, con una
tasa de 0,83 por 1000 NV y constituyo la segunda causa de mortalidad infantil. () 7) g)
Aunque los DC mayores como grupo, son relativamente frecuentes, estos incluyen una variedad
de procesos morfoldgicos que son etioldgicamente distintos y con frecuencias diferentes. Por
ello, resulta oportuna su agrupacion etiopatogénica siempre que sea posible, por ejemplo, los
DC sensibles a la deficiencia materna de acido folico (AF); entendiéndose como tal aquellos
DC en los que se ha comprobado una disminucion de su frecuencia, luego de la suplementacion
materna preconcepcional o fortificacion de alimentos con AF. (3

Entre los DC folato-sensibles se describen los defectos del tubo neural (DTN), las cardiopatias
congénitas conotroncales (CCCT), las hendiduras labiopalatinas (HLP), la gastrosquisis (GS);
asi como el sindrome Down (SD) por trisomia libre o total del cromosoma 21. (g)

El folato es un nutriente esencial, debido a que los mamiferos carecen de actividad fisiol6gica
para sintetizarlo, es necesario obtenerlo de la dieta o consumir su forma sintética: el AF. (10) (11
Diferentes indicadores bioquimicos son utiles para medir el estado nutricional del AF, el folato
sérico permite identificar su ingesta reciente, mientras que el eritrocitario evalUa sus reservas

corporales. (11) (12)



También se utilizan marcadores indirectos del estado del folato a través de la identificacion de
cambios morfoldgicos en el frotis sanguineo y la determinacion de compuestos generados en las
vias relacionadas con su metabolismo, siendo la homocisteina (Hcis) la de mayor utilizacién en
la clinica. (11) (12)

Este aminoacido sulfurado, derivado demetilado de la metionina, después de su conversion en
S-adenosilmetionina constituye el donante mas importante de grupos metilos en el organismo,
cuya reaccion de remetilacion esta estrechamente relacionada con el gen metilén tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR). Se han descrito diversos polimorfismos del gen MTHFR asociados a los
DC folato-sensibles; el mas estudiado es el C677T (rs1801133), considerado como la causa
genética mas frecuente de hiperhomocisteinemia moderada. (13) (14)

A pesar del impacto personal, familiar y en la salud publica, las causas de la mayoria de los DC
son poco conocidas. ElI conocimiento de los factores genéticos, como los polimorfismos en
diferentes genes que intervienen en el metabolismo del AF y de la Hcis, asi como de factores
epigenéticos como los nutricionales y los ambientales, seria de enorme beneficio al mejorar la
calidad del proceso de asesoramiento genético de estos defectos multifactoriales. (3

Los factores genéticos tienen un peso importante en el origen de estos defectos, bien como causa
primaria o como modificadores de la exposicion ambiental. (3) (15

La epigenética describe cémo las células que tienen la misma informacidn genética, presentan
diferentes patrones de expresion génica para cumplir funciones especificas. En la década de los
40, Waddington us6 este término para explicar como los genes y factores ambientales, como los
nutricionales, interactan para modular el proceso de desarrollo y la expresion fenotipica. (16) (17)
Ademas de la deficiencia de AF, existen evidencias que muestran que las carencias de otros
micronutrientes como los oligoelementos, se relacionan con DC. Las deficiencias de multiples
micronutrientes (como oligoelementos y vitaminas) a menudo coexisten en las mujeres en edad
reproductiva, sobre todos en aquellos paises donde las dietas son deficientes en nutrientes y
micronutrientes, lo cual se exacerba durante el embarazo; debido al incremento de las demandas
del feto en desarrollo, lo que implica consecuencias maternas y embriofetales. Se conoce que
las deficiencias de micronutrientes a menudo coexisten y se espera que la suplementacion
multiple tenga un efecto méas favorable que la suplementacion de micronutrientes aislados,

aunque, las interacciones podrian provocar pobre absorcion de algunos de ellos. (is) (19)



Situacién problémica
La relevancia que han alcanzado los DC en Villa Clara como una de las primeras causas de

mortalidad infantil es un tema que preocupa a los especialistas vinculados al programa de
atencion materno infantil, sin embargo; la gestion en la bldsqueda de nuevos conocimientos
tedricos en esta area de interés ain no es suficiente, lo que limita la elaboracién de estrategias
basadas en evidencias cientificamente fundamentadas para la prevencion primaria
preconcepcional de los DC folato-sensibles.
Problema Cientifico: En Cuba no han sido explorados factores de riesgo maternos asociados
a un conjunto de cinco tipos de DC folato-sensibles, ni la existencia de conglomerados de
elevada prevalencia de los DC folato-sensibles. Por otra parte, no existen evidencias de
investigaciones en la provincia de Villa Clara, ni en Cuba, que estudien pardmetros analiticos
en las madres de productos con DC folato-sensibles, que valoren la relacion entre su presencia
y determinadas variables genéticas y ambientales de riesgo, asi como factores epigenéticos tales
como las concentraciones maternas de algunos oligoelementos y de Hcis, la presencia de
hipersegmentacion nuclear de neutroéfilos y del polimorfismo C677T en el gen MTHFR.
Hipotesis de investigacion: El estudio de conglomerados espaciales y espacio-temporales de
estos defectos, permite identificar territorios de mayor riesgo poblacional.
La interaccion de factores genéticos, ambientales y epigenéticos, como los nutricionales y la
presencia del alelo mutado del polimorfismo C677T en el gen MTHFR en las madres,
incrementa el riesgo de aparicion en la descendencia de DC folato-sensibles.
Objeto de investigacién: Los DC sensibles a la deficiencia materna de &cido folico.
Sujeto de investigacion: Productos con DC folato-sensibles, los controles seleccionados y las
madres de estos casos y controles.
Campo de accién: Variaciones espacio-temporales y factores de riesgo genéticos y no
geneticos asociados a los DC folato-sensibles.

Objetivo General
Analizar la influencia de factores de riesgo maternos genéticos y ambientales en la aparicion de
defectos congénitos folato-sensibles en su descendencia, en la provincia Villa Clara en el
periodo 2013-2018.

Objetivos Especificos:

1. Identificar conglomerados temporales, espaciales o espacio-temporales de DC folato-

sensibles.



2. ldentificar factores de riesgo de diferente naturaleza, asociados a la aparicion de estos
defectos congénitos.

3. Determinar la asociacion entre variables epigenéticas reflejo de deficiencias nutricionales
en madres con hijos con defectos congénitos folato-sensibles.

4. Identificar la relacion entre la presencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en las

madres y la aparicion de los DC folato-sensibles en su descendencia.

Fundamento metodolégico de la tesis
La investigacion se insertd en el contexto de la medicina fetal y preventiva. ElI fundamento

metodoldgico se sustenta en el analisis del efecto conjunto de diferentes variables maternas:
genéticas, ambientales, nutricionales y del polimorfismo C677T del gen MTHFR, asi como la
relacion entre éstas sobre la presencia de DC folato-sensibles en los productos de la gestacion.
En la investigacion se aplicaron los siguientes métodos para la obtencién del conocimiento:

Del nivel tedrico: Historico y légico: para realizar el analisis del surgimiento, desarrollo y
evolucion de teorias acerca del papel de la deficiencia de AF en el origen de los DC. El método
analitico-sintético permitié estudiar el fendmeno, analizar la situacion actual del problema,
determinar las categorias esenciales. Inductivo-deductivo: para la elaboracion del paradigma del
proceso investigativo, cumplimentando los objetivos especificos y el objetivo general.
Hipotético-deductivo: Tom6 como premisa la hip6tesis de la investigacion y siguiendo las reglas
de la deduccion, llegar a nuevas conclusiones y predicciones empiricas.

Del nivel Empirico: La confeccion y aplicacion de un cuestionario permitié obtener la
exposicion a los factores de riesgo. Documentacion cientifica: revision de estadisticas vitales,
resultados de examenes, fichas de RECUMAC y RECUPREMAC. Observacion cientifica
participante en el examen fisico de los casos, la interpretacion de los resultados de los estudios
analiticos de hipersegmentacion, concentracion de oligoelementos, Hcis y del polimorfismo
estudiado. Los métodos analiticos para el manejo de los datos cualitativos y cuantitativos,
determinar asociacion entre variables de diferente naturaleza, evaluacion bivariada y
multivariada de riesgos y para estudios de asociacion genética, lo que posibilitd a través de
muestras hacer inferencias a la poblacién. El enfoque sistémico permitié el reconocimiento de

interrelaciones complejas entre variables que muestran un efecto de potenciacion entre ellas.

Volumen, estructura de la tesis y disefio metodoldgico
La tesis se presenta como un documento Unico de 92 paginas. Se estructura en Introduccion;

Capitulo 1 (Marco tedrico) y tres capitulos de resultados, cada uno con objetivos parciales,



disefio metodoldgico especifico, resultados, discusion, conclusiones parciales, tablas y gréaficos.
Ademas, la tesis consta de Conclusiones, Recomendaciones, Bibliografia, Autobibliografia y
Anexos.

Para dar salida a los objetivos generales y especificos de la investigacion realizada, la cual se
documenta en esta tesis, se realizd un disefio metodoldgico tipo caso-control, que comprende
varias tareas de investigacion.

En las madres de los casos y de los controles incluidos se estudiaron variables clinico-
epidemioldgicas de riesgos genéticos y ambientales, por exposicion durante el primer trimestre
de la gestacion, las que fueron obtenidas con indagacion retrospectiva. Se les determinaron
variables analiticas epigenéticas de tipo nutricional (segmentacion nuclear de neutrofilos,
concentraciones de cinco oligoelementos y de Hcis) a partir de muestras sanguineas maternas
obtenidas en el momento de su inclusion en el estudio. De igual forma se estudié una variable
molecular, mediante la determinacion del polimorfismo C677T del gen MTHFR con muestras
de ADN linfocitario obtenidas a partir de las muestras sanguineas maternas disponibles.

El Capitulo 2 contiene los resultados de la tarea de investigacion dirigida a la bisqueda de
conglomerados espaciales, temporales y espacio-temporales de DC folato-sensibles, para ello
se estableci6 la prevalencia ajustada de estos DC segiin municipios y afios de ocurrencia, lo que
se realizd a partir de la totalidad de los casos registrados en NV, nacidos muertos (NM) e
interrupciones electivas del embarazo (IEE) entre 2013 y 2018 en Villa Clara y la totalidad de
los nacidos en igual periodo. Para la busqueda de conglomerados se empled el método de
Kulldorff. Este capitulo incluye, ademas, los resultados del estudio de los factores de riesgo
genéticos y ambientales potencialmente asociados a estos DC en el total de madres de casos y
controles incluidos en el estudio epidemiolégico que estuvieron expuestas 0 no a los mismos,
durante el periodo de organogénesis activa en el primer trimestre del embarazo. Se efectud un
estudio de asociacion bivariado y un estudio de regresion logistica binaria, con aquellas
variables que cumplieran los requisitos establecidos.

Los casos incluidos en el analisis de factores de riesgo provienen de la totalidad de casos
registrados entre 2013 y 2018, pero su inclusion tuvo en cuenta el cumplimiento de los criterios
siguientes:

- Se incluyeron la totalidad de los casos incidentes NV, NM y con IEE entre 2016 y 2018, los
que se fueron incorporando al estudio en la misma medida que se realizaba el diagndstico de
alguno de los DC aislados del tipo CCCT, DTN, HLP, GS y SD (por trisomia 21 libre



confirmados por cariotipo) o bien una combinacién no sindromica de alguno de los anteriores,
cuyas madres residieran en alguno de los municipios de Villa Clara y dieran su consentimiento
para participar.

- Se incluyeron casos prevalentes nacidos en alguno de los hospitales de Villa Clara, entre 2013
y 2015 con los mismos tipos de DC y condicion al nacer, hasta completar la misma cantidad de
casos incidentes con cada uno de los cinco tipos de DC estudiados, los que se tomaron luego de
descartar las madres que no consintieron en participar y las que no fue posible localizar por
traslado de domicilio o salida del pais.

- Se incluyeron controles sin ningun tipo de DC, nacidos vivos en alguno de los hospitales de
Villa Clara, entre 2016 y 2018, tomados en el momento que se hacia el diagndstico del caso
incidente, provenientes de las mismas areas de salud que aquellos, con el menor tiempo posible
de diferencia con la fecha de diagnostico de los casos incidentes y siempre con menos de tres
meses de diferencia del nacimiento del caso incidente. Fueron tomados en una relacion 1:1 hasta
completar la misma cantidad de casos incidentes.

Fueron considerados los siguientes criterios de exclusion:

- Madres con antecedentes de haber recibido transfusiones sanguineas en un periodo menor a
seis meses.

- Madres con antecedentes patolégicos personales de enfermedad arterial coronaria, cancer,
trombofilia o insuficiencia renal.

El Capitulo 3 incluye los resultados del analisis de los pardmetros sanguineos maternos, que, en
el caso de la segmentacion nuclear de neutroéfilos y la concentracion de oligoelementos se realizd
a la totalidad de las madres. Para la evaluacion de las concentraciones de Hcis se tomaron
muestras de sangre a todas las madres de casos y controles y fueron debidamente identificadas
en tres grupos: A (casos incidentes), B (casos prevalentes) y C (controles). A partir del nimero
posible de muestras a estudiar, definido por el laboratorio donde se hicieron las determinaciones,
se fueron tomando muestras a ciegas y al azar, garantizando que las mismas se distribuyeran por
igual entre los tres grupos, asi como la aleatorizacion de las muestras estudiadas.

Los resultados de las concentraciones de los parametros sanguineos maternos estudiados se
compararon entre casos incidentes respecto a los controles, casos prevalentes respecto a los
controles y casos incidentes respecto a los prevalentes, a fin de evaluar la repercusion del tiempo
transcurrido entre la ocurrencia del evento dismorfogénico y la toma de la muestra de sangre a

la madre, asi como el efecto de la presencia o no del DC en la descendencia.



Ademas de estos andlisis, dichas variables independientes se unieron a las variables
epidemioldgicas de riesgos genéticos y ambientales y se efectud un andlisis de regresion
logistica binaria, para analizar el efecto conjunto de todas ellas sobre la aparicion de estos DC.
El Capitulo 4 contiene los resultados del estudio de asociacion genética del polimorfismo C677T
en madres con hijos con estos DC y controles, el cual se realizé a un grupo de madres. A partir
de las muestras de ADN obtenidas de la totalidad de las madres incluidas en el estudio, las que
fueron identificadas en tres grupos, del mismo modo que se realiz6 para la determinacion de
Hcis, se distribuyeron por igual, a ciegas y al azar las muestras que serian genotipadas, hasta
completar la cantidad de determinaciones declaradas por el laboratorio que las realizo,
garantizando la aleatorizacién de las muestras.

La comprobacién de la existencia de equilibrio de Hardy Weinberg, se realiz6 a partir de la
muestra control del presente estudio y también de los resultados de la genotificacion de una
muestra control de un estudio realizado en la provincia de Holguin. Se realizaron los anélisis de
los controles de cada provincia por separado y de manera conjunta. Una vez comprobado que
no habia diferencias en las frecuencias génicas ni genotipicas entre ambas y que estaban en
equilibrio génico, se procedié a realizar el analisis de asociacion empleando siete modelos
diferentes. Ademas de estos analisis, se realiz6 un andlisis multivariado de regresion logistica,
empleando las variables epidemioldgicas, analiticas y el polimorfismo estudiado, para evaluar
el efecto conjunto de todas ellas sobre la aparicidon del DC folato-sensible en la descendencia.
El diagrama general de la investigacion, asi como las muestras finales empleadas en cada tarea
de investigacion aparecen en el Anexo 1, mientras que la metodologia especifica detallada de
cada una, aparece en los respectivos capitulos, del dos al cuatro.

Para el procesamiento estadistico de la informacion, los procedimientos empleados fueron los
sugeridos acorde a la naturaleza de la variable y a los objetivos de la investigacion. Para todos
los estudios se emple6 un nivel de significacion a=0,05 para diferencias significativas y o= 0,001
para diferencias altamente significativas. Las técnicas estadisticas especificas utilizadas aparecen

desglosadas en los diferentes capitulos.

Limitaciones del estudio
La identificacion de factores teratogénicos es complicada, debido a la variabilidad del riesgo

(que depende del momento y dosis de exposicion, entre otros factores) y a la incertidumbre de
la exposicion, en la presente investigacion a las madres de los casos prevalentes se le recabd

informacidn respecto a su embarazo en un lapso de tiempo posterior al diagndstico, por lo que



no puede descartarse el sesgo de memoria en estos casos. Las variables epidemiologicas y
analiticas se determinaron con posterioridad al periodo critico de organogénesis, con un lapso de
tiempo mayor para los casos prevalentes, por lo que, como en todos los estudios de casos y
controles, el sesgo de la temporalidad no pudo ser controlado.

Otras limitaciones del estudio estuvieron en la imposibilidad de realizar la determinacion de las
concentraciones séricas o eritrocitarias de AF, por lo que se procedié a la cuantificacion de los
niveles maternos de Hcis total, como un sensible marcador bioquimico indirecto de la deficiencia
materna de AF, aunque no fue posible realizar su cuantificacion en la totalidad de la muestra,
por lo que fue preciso realizar las determinaciones en dos laboratorios diferentes.

Por limitaciones de recursos, el genotipaje del SNP no pudo realizarse a la totalidad de las madres
incluidas, por lo que el tamafio de la muestra fue pequefio, lo que limita la interpretacion de los
resultados de los estudios de asociacion genética. De igual forma, el nimero de controles
genotipados fue bajo, por ello se incorporaron los resultados del genotipaje del polimorfismo
C677T de los controles de un estudio realizado en otra provincia, para el analisis del equilibrio
génico y para los estudios de asociacion, practica ésta que resulta habitual en los estudios

internacionales multicéntricos.

Control de sesgos de la investigacidon
Para el control de los sesgos en el diagnostico de los DC se triangul6 la informacion procedente

del RECUMAC y del RECUPREMAC con los informes de estudios sonograficos, citogenéticos
0 anatomopatoldgicos; estos Gltimos constituyeron la regla de oro. A los casos incidentes NV y
controles se les realizd, ademas, un examen fisico y dismorfoldgico por parte del autor.

Para la obtencién de la informacion respecto a los factores de riesgo, el cuestionario aplicado
(Anexo 2) fue previamente validado y el mismo fue aplicado siempre por el autor del trabajo. El
periodo de exposicion considerado fue el primer trimestre de la gestacion o de organogénesis.
Para el analisis multivariado se consideraron aquellas variables que se asociaron
significativamente con los DC en el andlisis bivariado, que no presentaran colinealidad y con
suficiente evidencia en la literatura. Para el control del sesgo de memoria se verifico que los
factores de riesgos asociados significativamente con los DC en el grupo de madres de los casos
incidentes y prevalentes de conjunto, respecto a los controles, no diferian del comportamiento
existente entre el grupo de madres de casos incidentes respecto a los controles.

Para el control del sesgo de la temporalidad en el analisis de las variables relacionadas con los

factores nutricionales se tuvo en cuenta el afio en que se realizd el diagnostico y el momento de



la toma de muestras bioldgicas. En el analisis de estas variables se realizaron comparaciones
considerando el conjunto de madres de casos (incidentes y prevalentes) respecto a los controles
y entre cada grupo por separado con respecto a los controles y entre las madres de casos incidentes
respecto a las prevalentes. Teniendo en cuenta que entre las madres de los casos incidentes y de
los controles difieren en la presencia o no del DC en su descendencia, mientras que entre las
madres de casos incidentes y prevalentes éstos coincidian en el tipo especifico de DC, pero
diferian en el tiempo que transcurrio entre el momento del diagndstico del DC y la toma de las
muestras sanguineas maternas.

Para la toma de muestras bioldgicas, en las madres de los casos incidentes y controles, el periodo
de tiempo maximo entre la incorporacién al estudio y la toma de estas muestras no excedio los
tres meses. Cuando la determinacion se realizé en mas de un laboratorio, se procedio a procesar
un numero de muestras a ciegas, en ambos laboratorios, para comprobar la inexistencia de
diferencias entre los resultados.

Para evitar los sesgos en el andlisis del polimorfismo, previo a la incorporacion del resultado del
genotipaje de los controles del Unico estudio del que existen evidencias que se haya estudiado el
SNP C677T en un estudio de casos y controles en Cuba, se procedié a evaluar la existencia de
equilibrio génico en los controles procedentes de Villa Clara y de Holguin por separado y se
realizaron, ademas, andlisis estadisticos para comprobar la existencia de homogeneidad entre los
resultados de las frecuencias génicas y genotipicas en ambos grupos de controles.

Para el control de los sesgos de muestreo, siempre que fue posible, se incluyeron todos los casos
y controles en los andlisis. Las determinaciones de Hcis y el estudio del SNP C677T no se
pudieron realizar a todos los casos y controles y, ademas, el niUmero estudiado estuvo limitado a
los que podia estudiar el laboratorio; por otra parte, dada la naturaleza del disefio, la muestra debia
definirse progresivamente y los casos con posibilidades de estudiarse no podian definirse
previamente para aplicar un muestreo del tipo probabilistico aleatorio simple o estratificado; por
cuanto ésta no podia ser una decisién a priori. Se utiliz6 un muestreo no puro, que, aunque tuvo
caracter no probabilistico, se introdujeron elementos azarosos, dados porque la seleccion de los
casos se hizo a ciegas y al azar por parte del analista en el laboratorio en el momento de tomar la
muestra para su analisis; hasta completar una cuota definida, que se distribuy6 equitativamente

entre los grupos establecidos; pero no identificados por quien las proceso.



Por otro parte, el hecho de que se obtuvieron muestras sanguineas de todas las madres, las que
se trasladaron en su totalidad a los laboratorios, garantizO que todas tuvieron la misma
probabilidad de ser estudiadas; la que quedo definida a posteriori por la cuota establecida.

Del mismo modo, la inclusion de un caso prevalente y un control en el estudio por cada caso
incidente que se iba diagnosticando, mediante muestreo no probabilistico secuencial; permitio
completar tres grupos de estudio numéricamente equivalentes, con el mismo tipo de DC aislado
para los casos prevalentes e incidentes y para la situacion de caso incidente y control, con la
misma area de salud y la menor diferencia posible en el periodo de nacimiento. Estas variantes
de seleccidn, previamente definidas, permitieron homogeneizar, hasta donde ésto es posible, los

factores relacionados con el macroambiente.

Consideraciones éticas
La investigacion fue llevada a cabo en correspondencia con las regulaciones establecidas en la

declaracion de Helsinki sobre investigaciones médicas que involucran a seres humanos. (20) Fue
aprobada por el Comité de Etica del Hospital Gineco Obstétrico Universitario “Mariana
Grajales” de Santa Clara. Todas las madres incluidas en el estudio expresaron su consentimiento
para participar en la investigacion, asi como para la toma de muestras bioldgicas y para la
extraccion de ADN. (Anexo 3)

Novedad cientifica
Se realizan por primera vez en Cuba la genotificacion de un polimorfismo del gen MTHFR en

madres con descendencia afectada por DC folato-sensibles y estudios de asociacién genética
bajo siete diferentes modelos.

La utilizacion de marcadores hematoldgicos y bioquimicos indirectos del estado nutricional del
folato en madres con descendencia afectada por estos DC, no habia sido empleada antes.

No existen evidencias de estudios previos que relacionen las concentraciones maternas de cinco
oligoelementos y la presencia de cinco tipos de DC folato-sensibles en su descendencia. Ademas,
es el primer estudio analitico donde se realizan andlisis tanto bivariados como multivariados, de
factores de riesgo genéticos y ambientales, para cada uno de los cinco grupos de DC mas
comunmente relacionados etiopatogénicamente con la deficiencia materna de AF.

La perspectiva de evaluar el efecto del papel de elementos nutricionales maternos sobre la
aparicion de DC en la descendencia, es un acercamiento inicial a la temaética del control

epigenético sobre el desarrollo embrionario.
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En este sentido, el exhaustivo cuestionario elaborado y aplicado a las madres con hijos con DC
folato-sensibles, recopila valiosa y novedosa informacion sobre aspectos nutricionales en la
gestacion que no son indagados en las encuestas de riesgo, que se aplican para los registros de
DC existentes en Cuba.

Aportes tedricos: Se determind la asociacion que existe entre ciertas variables ambientales,
nutricionales, bioldgicas, genéticas y la presencia de DC folato-sensibles, lo que permitio
establecer, por primera vez, los riesgos tedricos de ocurrencia de este tipo de DC en la poblacion
cubana ante la presencia de estos factores de riesgo de diferente naturaleza.

Se aportan elementos tedricos sobre la modificacion de las concentraciones de micronutrientes y
de homocisteina en funcién del tiempo transcurrido desde la ocurrencia del DC asociado a la
deficiencia materna de AF, lo que tiene utilidad en la evaluacion de riesgos.

Aportes practicos: La determinacion de las zonas geograficas en la provincia con
conglomerados de elevada prevalencia de DC folato-sensibles, asi como la identificacion de los
factores de riesgo ambientales modificables y de las deficiencias maternas de determinados
oligoelementos que se asocian con la aparicion de DC en la descendencia, constituyen un valioso
resultado para el disefio de estrategias preventivas preconcepcionales.

La implementacion de la segmentacion nuclear de neutréfilos, como un marcador hematol6gico
mas econdmico para el estudio del estatus nutricional del AF en gestantes, resulta factible de
introducir en la practica médica.

Aportes Sociales: La confeccion y publicacion de materiales bibliogréaficos, luego de un analisis
critico de la bibliografia, con prioridad en los estudios sistematicos y de meta-analisis, sobre el
objeto de estudio es de utilidad para la docencia médica postgraduada y como soporte tedrico en
los servicios de asesoramiento genético.

Aportes Metodologicos: La utilizacién en el analisis epidemiol6gico de factores de riesgo de
casos incidentes y prevalentes resulta un disefio metodologico que puede considerarse novedoso
para el tratamiento de variables que se modifican en el tiempo, como ciertos parametros
dietarios. En los analisis de las variables maternas se considerd la potenciacién intervariable al
evaluar el efecto conjunto de todas ellas sobre la aparicion de DC folato-sensibles, asi como la

interdependencia de unas sobre otras.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1- Consideraciones generales sobre los defectos congénitos: definiciones y

clasificaciones
Segln la OMS, un DC es cualquier alteracion morfolégica, bioquimica o funcional de origen

prenatal que se detecte en el momento del nacimiento o después. Los DC pueden ser multiples o
aislados y por su magnitud se distinguen en mayores y menores. Los primeros tienen un
compromiso funcional importante para la vida del individuo. La guia de referencia de uso méas
comln a nivel internacional para clasificar los DC es la Clasificacion Internacional de
Enfermedades (CIE-10) que publicd la OMS. 2) 3) 21) 22)

Defectos congénitos folato-sensibles: EI AF desempefia un rol crucial en la regulacién
epigenética del desarrollo embriofetal y se ha demostrado que su deficiencia se relaciona con la
aparicion de diferentes DC, entre ellos se describen en la literatura médica: los DTN, las CCCT
el SD, las HLP y la GS, entre otros. (21) (23) (24) (25) (26)

Las cardiopatias congénitas (Codigo ICD-10: Q20-Q28) (22) son todos los DC como consecuencia
de alteraciones en la cardiogénesis. Las cardiopatias congénitas conotroncales (CCCT) o tronco-
conales, por su parte, comprenden un subgrupo de DC del tracto de salida del corazon y las
grandes arterias que comparten un origen embrioldgico y estructural comuan, ya que derivan de
las células cardiacas de la cresta neural y del segundo campo cardiaco. 26y Las CCCT representan
entre el 20 al 30% de las cardiopatias congénitas en humanos. 27 (2s) (29)

Los DTN (Cddigos ICD-10: Q00, Q01, Q05) (22) constituyen un grupo heterogéneo de DC con
una gran variabilidad fenotipica, que resultan de un fallo parcial o completo de la fusién del tubo
neural a cualquier nivel del eje rostrocaudal entre los 23 y 27 dias de vida embrionaria. Se
clasifican en abiertos y cerrados. Los primeros son los mas frecuentes y en ellos el tejido nervioso
se expone en la superficie corporal, entre estos se incluyen la anencefalia (ICD10: Q00), el
encefalocele (ICD10: Q01) y la espina bifida (EB) (ICD10: QO05). (22) (25) (26) (30) (31)

El término hendiduras labio-palatinas (Codigo ICD-10: Q35-Q37) (22 se refiere a la presencia de
una fisura en el labio y/o paladar sin otros DC asociados, que se manifiesta por una separacion
incompleta entre la cavidad oral y nasal, que constituyen las DC craneofaciales mas frecuentes.
Se clasifican en: labio leporino (LL) con o sin paladar hendido (PH) no sindrémico y PH no

sindrémico. (26) (32) (33)
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La gastrosquisis (Codigo ICD-10: Q793) (22 se define como una herniacion visceral a través de
un defecto al lado derecho de la pared abdominal, con un cordén umbilical intacto y no cubierto
por membranas. A comienzos de la década del 2000 se introdujo la clasificacién de GS simple y
compleja, la primera se reserva para los casos que tienen el defecto aislado de la pared abdominal
con la protrusion intestinal, mientras que las formas complejas se refieren a aguellos que coexisten
con necrosis, atresia, perforacion o volvulos. (26) (32 35

El sindrome Down (Cdédigo ICD-10: Q90) 22y constituye el primer sindrome de origen
cromosomico descrito y la causa mas frecuente de discapacidad intelectual de origen genético.
La trisomia que origina el SD puede ser total o parcial. En el 95% de los casos el SD se debe a
una trisomia total, libre o regular del autosoma 21 humanao, y en el resto se describen aberraciones
cromosomicas estructurales (translocaciones robertsonianas entre cromosomas acrocéntricos de
los grupos D o G, isocromosomas del brazo largo del cromosoma 21, trisomia parcial de la region
21022.3 y los mosaicismos cromosomicos. (3s) (37) (38)

1.2- Aspectos epidemiolégicos: Prevalencia ajustada. Analisis de conglomerados.
Los DC son un problema global, de acuerdo a la OMS se estima que afectan cada afio 7,9 millones
de RN y constituyen la primera causa de muerte infantil en los paises desarrollados y la segunda
en muchos paises en vias de desarrollo, como Cuba. 2) 39) (40)

Las CC constituyen el DC mas frecuente al afectar aproximadamente entre seis a 11 RN por cada
1000 NV, entre las que el 20 y el 30% son severas como las CCCT, cuya prevalencia es de 7 por
cada 10 000 NV. Algunos tipos producen muy poca discapacidad, mientras que otros son
incompatibles con la vida y la mayoria se asocian a una elevada comorbilidad. 7y (41) (42) 23)
Aunque la suplementacion y la fortificacion de alimentos con AF han reducido la incidencia de
DTN, aun constituyen el tipo de DC mayores méas frecuentes en muchos paises. Se estima que
anualmente ocurren 338 109 casos de EB y anencefalia a nivel mundial, con tasas de prevalencias
estimadas entre 2 y 6 por 1000 nacimientos. (25) (44) (45) (46) (47)

La prevalencia de las HLP varia de 1 en 500 a 1 en 2500 RN, con una considerable variacion
entre diferentes grupos étnicos. La forma mas severa se presenta en el 10% de los casos, e incluye
LL bilateral y PH total, mientras que el fenotipo mas frecuente (40% de los casos) presenta LL
unilateral y PH total. Las formas no sindromicas se presentan en el 76,8% de los casos. Los

pacientes afectados presentan un amplio rango de trastornos funcionales y estéticos. (14) (25) (32)
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La incidencia de GS es de 1-5 en 10 000 NV, aunque en las ultimas décadas se ha detectado un
incremento de sus tasas de prevalencia a nivel global. En EUA afecta aproximadamente a 4.5 por
cada 10 000 RN, mientras que en Europa se presenta en 1: 5 000 RN. (26) (34) (35) 48)

Entre el 0,5 y el 1% de los NV presenta aberraciones cromosomicas, la méas frecuente es el SD,
cuya prevalencia es de 1/600 a 1/1000 NV. En Cuba la prevalencia ajustada del SD es de 7,0 por
cada 10 000 NV vy constituye la tasa mas baja reportada en la literatura internacional en un pais
donde no se realizan los marcadores séricos bioquimicos para determinar el riesgo de las
aneuploidias més frecuentes detectadas prenatalmente. La morbilidad de los pacientes con SD
implica elevados costos, especialmente los pacientes con CC, en quienes se estima que requieren
de cinco a siete veces mas atencion médica que aquellos sin CC. 9) (50) (51) (52)

La prevalencia ajustada, concepto postulado por Martina Cornel en 1999, es considerada aquella
tasa especial en la cual se incluyen todos los DC registrados, incluso los que se interrumpen por
diagnostico prenatal. s3) Tiene la ventaja de evaluar la totalidad de casos que ocurren en un area
determinada, en un periodo de tiempo especifico y no solo los que prevalecen al nacimiento.

La consideracion del espacio estd implicita cuando se calculan las tasas de incidencia y
prevalencia, sin embargo; la utilizacion de la prevalencia ajustada para la deteccion de clister o
conglomerados provee una oportunidad para identificar aspectos relacionados con la atipica
distribucion espacial y temporal. El patrdn espacial de eventos de salud es fundamental para
comprender la exposicion y prevenir eventos futuros, mas alla de si el proceso que subyace es

contagioso, influenciado por el ambiente o relacionado con la variabilidad genotipica. (32

1.3- Causa de los defectos congénitos
Los DC pueden ser de origen genético, ambiental o multifactorial. Entre un 30-40% son de causa

genética, donde las mutaciones de un Unico gen son responsables de aproximadamente el 7,5%
de todos los DC, las aberraciones cromosomicas del 6%, las causas multifactoriales de un 20-
30% vy los factores ambientales de un 2-4% de los casos. (2) (21) (54)

La causa de las CC no sindromicas es multifactorial, debida a una compleja interrelacion entre la
predisposicion genetica, la susceptibilidad epigenética, el ambiente parental y estilos de vida. (27
(42) (43) (55)

Los fallos en la neurulacion primaria o secundaria provocan la aparicion de un DTN, aunque
analisis detallados han revelado también alteraciones en el proceso de gastrulacién. La mayoria
de los DTN son aislados donde estan involucrados factores genéticos y ambientales. El factor

ambiental més sefialado es la deficiencia de AF. (9) (26) (30) (31)
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La causa de las HLP es heterogénea e incluye casos de origen monogénico o cromosomico, asi
como por exposicion a agentes teratogénicos. Practicamente todos los tipos de herencia
mendeliana se han propuesto para estos DC, aunque cumplen con las caracteristicas de un clasico
rasgo multifactorial con umbral, como una mayor concordancia entre gemelos monocigéticos
(25-40%) que dicigaticos (3-6%) y una heredabilidad del 76%. (32 (47) (s6)

Los mecanismos etiopatogenicos de la GS no estan del todo bien elucidados, histéricamente se
ha planteado un mecanismo de disrupcion vascular por agenesia de la arteria onfalomensentérica
derecha, que ocasiona infarto y necrosis de la base del cordén, permitiendo la extrusion visceral.
Otras hipotesis embrioldgicas se centran en el proceso de cierre de la pared ventral, en el
desarrollo del anillo umbilical y en el fallo del saco, del conducto de Yolk y de los vasos vitelinos,
para incorporarse inicialmente al alantoides y posteriormente al tallo corporal.

Teorias recientes proponen un modelo binario vascular-trombético, donde la involucién normal
de las venas umbilicales crea un sitio potencial para la trombosis adyacente al anillo umbilical, lo
que, unido a otros factores como los niveles crecientes de estrogenos maternos y la debilidad del
anillo umbilical, crean un sitio potencial para la posterior herniacion. () (s) a8)

Estudios moleculares realizados en trisomias parciales del cromosoma 21 han delimitado una
region de alrededor de 1,6 Mb denominada «regidn critica para SD». En esta region, la mayor
tasa de recombinacion se registra en las bandas 21¢22.2- 21g22.3, donde varios genes presentan
un elevado grado de metilacion en islotes CpG, lo que sugiere que esta region desempefia un
papel importante en las complejas interacciones gendémicas y epigenéticas que intervienen en la

patogénesis del SD, lo que actualmente es objeto de controversia cientifica. (zs) (38) (49)

1.4- Micronutrientes y defectos congénitos
Existen bioelementos que, aunque presentes en cantidades muy pequefias en el organismo (menos

de 5 umol/kg) son nutrientes esenciales que realizan funciones indispensables para el
mantenimiento de la vida, el crecimiento y la reproduccién. Esta claramente demostrado que el
AF desempefia un rol crucial en la regulacion epigenética del programa de desarrollo embriofetal
y su deficiencia implica ademaés de consecuencias hematoldgicas, diferentes DC. Varios estudios
han evidenciado que el consumo periconcepcional de AF constituye un factor protector durante
el desarrollo del area troncoconal. (24 (42) (57)

La relacién entre la suplementacion preconcepcional de AF y la prevencién de los DTN tiene

suficiente soporte epidemioldgico para ser una recomendacion de aplicacion clinica. s (sg)
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Sin embargo, la hipocincinemia y la hipercupremia durante el embarazo también se han
relacionado con la aparicion de DTN. (s9) (60)

Dado que el mesénquima facial, que da origen a los labios y el paladar, deriva de las células de
la cresta neural; se ha postulado que la suplementacion con AF puede reducir la recurrencia de
las HLP. (23) (26) 32 En un metanalisis que evaluo el efecto del AF en modelos animales, cultivos
celulares y HLP en humanos, Bendahan (23) concluyo que el consumo preconcepcional de AF en
adicion a la suplementacion de alimentos con este micronutriente, previene la aparicion de HLP.
El Zinc es un micronutriente esencial para el desarrollo fetal que esté relacionado con funciones
celulares vitales y su deficiencia se relaciona con la presencia de DTN, HLP y otros DC. (19)

La demostrada teratogenicidad de la deficiencia materna de zinc en ratas, ha llevado a un creciente
interés en el papel de éste y otros oligoelementos en el desarrollo embrionario. (ie) (24)

Diversos micronutrientes esenciales son necesarios por el mantenimiento de la salud, la normal
progresion del embarazo y del desarrollo embrionario. Tanto las cantidades deficientes, como
excesivas de oligoelementos, como el cinc, cobre, calcio, hierro y magnesio se han relacionado
con complicaciones maternas y sobre todo, embriofetales, como los DC. (1)

Para la prevencion farmacologica de DC la OMS preconiz6 en 2016 el consumo de un conjunto
de 15 micronutrientes, denominado UNIMMAP (Preparacion internacional de mdaltiples
micronutrientes de las Naciones Unidas) y, aunque inicialmente se relacioné con la reduccion en
la incidencia de determinados tipos de DC como: los DTN, las CC, y las HLP; en una posterior
revision realizada en 2019 se plantea que existe muy poca o ninguna evidencia de disminucién de
DC con su uso en comparacion con la suplementacién solo con hierro y AF. (62) (63)

Se plantea que la deficiencia de determinados micronutrientes explica la mayor prevalencia de
GS entre madres jovenes, al existir una competencia por los nutrientes esenciales entre la madre,
que no ha completado todo su crecimiento y desarrollo, y su feto. 34) 35) Otros autores sefialan,
ademas, otros factores de tipo nutricional como la anemia, bajo peso materno, el estatus
socioeconémico bajo, consumo materno de alcohol u hormonas anticonceptivas, estos dos
ultimos agentes con un conocido efecto antagonista en el metabolismo del AF. (4

Estudios experimentales y clinicos han demostrado que la no disyuncion esta asociada a
inestabilidad cromosomica, relacionada con una hipometilacion del ADN resultante de la
deficiencia de AF. Existen polimorfismos del gen MTHFR que pueden predisponer a una
metilacién anormal del ADN y a un incremento de la probabilidad de una no disyuncion meidtica,

elevandose el riesgo 2,6 veces de tener descendencia afectada por SD. (36) (49) (65)
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1.5- Mecanismos moleculares y celulares en los defectos congénitos
Muchos son los genes que estan involucrados en el desarrollo durante la etapa de morfogénesis.

Los procesos celulares obedecen a complejas interacciones y regulaciones génicas que ocurren
en un tiempo y espacio limitado. La implicacion de los mecanismos moleculares y celulares en

los DC folato-sensibles aparece en una publicacion del autor de la presente investigacion. (o)

1.6- Estructura del gen MTHFR y de la proteina
El gen MTHFR tiene locus génico en 1p36.3, posee una longitud de 22 kb, resultando en un

transcripto de entre 7.5 y 9.5 kb que codifica para la proteina MTHFR (OMIM #607093)
conformada por 656 aminodacidos (aa). Estudios recientes describen que este gen consta de 12
exones (OMIM #005957), el primero de los cuales es no codificante.

La proteina MTHFR humana es un homodimero con una masa molecular total de 150 kD, cada
subunidad consistente en un dominio catalitico N-terminal (aa 1-356) y un dominio regulatorio
C-terminal (aa 363-656) unidos por una region conectora (aa 357-362). EI dominio catalitico
resulta suficiente para llevar a cabo todas las reacciones enzimaticas que cataliza la reduccién
fisiolégica unidireccional e irreversible de 5, 10MTHF (metil tetrahidrofolato) a SMTHF, que es
la forma de AF predominantemente circulante y es el co-sustrato donador de grupos carbono,
utilizados para la remetilacion de Hcis a Metionina, con lo cual es precursor de una cadena de
reacciones de metilacidn de sustancias de interés bioldgico, como la sintesis de ADN, proteinas,

neurotransmisores y fosfolipidos. () (67)

1.7- Polimorfismos del gen MTHFR
Existe evidencia cientifica que demuestra que la presencia de polimorfismos en genes que

codifican enzimas del metabolismo del folato, pueden afectar los indicadores bioquimicos del
estado del AF en humanos. El polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) maés estudiado es el
C677T (OMIM: 607093.0003) localizado en el exdn 4 del gen, que consiste en la sustitucion de
Citosina por Timina en el coddn 222, que origina la sustitucion de Alanina por Valina en el
nucleétido 677.

La combinacion alélica homocig6tica C/C representa el genotipo silvestre del polimorfismo
C677T, la combinacion heterocigética C/T y la homocigotica T/T, representan genotipos que
originan enzimas con disminucién de su actividad reductasa en 30 y 60% respectivamente. Se
describe que el genotipo homocigotico 677TT aumenta 2,24 veces la probabilidad de presentar
bajas concentraciones de AF (95% I1C=1,85 — 2,70 p<0,001). (36) (68) (69) (70)
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Existen otros polimorfismos en este gen, en los cuales se ha evaluado su asociacion a DC folato-
sensibles, con reportes mas 0 menos consistentes en la literatura, como el polimorfismo A1298C
(rs1801131). (36) (69) (71) (720 EI SNP C677T se relaciona con la disminucion de la actividad
enziméatica de MTHFR y presenta una penetrancia variable relacionada con el consumo dietario
o suplementario de AF. (73

La suplementacion periconcepcional con AF tiene un efecto protector durante el desarrollo del
segundo campo cardiaco que resulta en una disminucién de las CCCT. Se han estudiado multiples
polimorfismos maternos y fetales en genes involucrados en las vias del AF y de la Hcis, los
resultados sugieren que los polimorfismos en genes relacionados con el metabolismo del AF, se
asocian con el riesgo de ocurrencia de las CCCT. (70) (74)

Investigadores paquistanies constataron que las bajas concentraciones maternas de folatos vy el
polimorfismo C677T se asociaron con un riesgo incrementado para DTN en la descendencia. (73
Otras investigaciones al considerar, ademas, el consumo periconcepcional de AF; constataron que
las madres con genotipo 677TT y con un bajo consumo de AF tuvieron un riesgo elevado de tener
descendencia afectada por labio leporino (LL) con o sin paladar hendido (PH). (75) (76)

Al considerar la dualidad de un posible mecanismo patogénico vascular/trombotico en la génesis
de la GS, Makhmudi (71) estudio tres polimorfismos protrombdticos en 46 pacientes con GS y en
89 controles pareados por etnias. De los SNP estudiados solamente el C677T mostré una
asociacion significativa con la GS, por lo que el grupo de investigadores concluy6 que el SNP
C677T es un factor de susceptibilidad para la GS y que el incremento del riesgo para los
descendientes de las madres mas jovenes sustenta el modelo patogénico trombdtico en este DC.
El hecho de que varios genes relacionados con el metabolismo del AF tengan su loci en el
cromosoma 21, incluyendo los genes RFC1, CBS y otros, ha llevado a plantear la hip6tesis de que
los embriones con trisomia 21 libre pudieran tener diferente demanda de AF que los embriones
diploides normales y que, la ingesta materna de AF durante la gestacion, el genotipo materno, asi
como los niveles de expresion de los genes de la via del AF con loci en este cromosoma, podrian
interactuar para determinar la muerte intrautero o la sobrevivencia de los casos con SD. (77

El gen MTHFR resulta clave en el metabolismo del AF, el SNP C677T conlleva a la
hipometilacion del ADN, lo que favorece la no disyuncion cromosémica. Este fue el primer SNP

en que se identifico asociacion con el riesgo materno de tener descendencia con SD. (zg) (78)
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1.8- Control epigenético de la expresion fenotipica
El genoma codifica para una informacion potencial, pero la manera en que la secuencia de ADN

se traduce en un fenotipo determinado no depende directamente de la secuencia en si, sino de la
interaccion con factores ambientales. EI AF desempefia un rol crucial en el metabolismo
monocarbonado para la sintesis de nucleétidos y aminoécidos, asi como para la metilacion del
ADN, que resulta esencial para la dinamica de los cambios conformacionales de la cromatina y
la consecuente expresion génica. (24) (79

En una comparacion realizada entre el patron global de metilacion del ADN de 18 fetos afectados
por CC y del ADN leucocitario de 656 personas como grupo control, se constato hipermetilacion
de varios sitios intragénicos de los genes MSX1 y GATAA4, relacionados con la morfogénesis del
tracto de salida. Estas epimutaciones probablemente contribuyen a la patogénesis de estos DC por
efecto de una actuacion cis sobre la expresion génica. go)

El aporte suficiente de AF permite que la neurulacion del cerebro y de la médula espinal se lleve
a cabo en forma correcta. La capacidad epigenética del AF lograda mediante la adicion de
radicales metilos en los islotes CpG, regula dicho proceso y con ello disminuye la incidencia de
DTN. @5 60) Investigaciones recientes concluyen que la suplementacién materna con AF y
multivitaminas disminuyen la incidencia de DTN y de otros DC folato-sensibles. (g1

Algunos investigadores plantean que el riesgo de tener un hijo con HLP aumenta cuando se
utilizan inhibidores de la enzima MTHFR, debido a que se produce una hiperhomocisteinemia.
El efecto del uso del AF en el riesgo de desarrollar LL con/sin PH en la descendencia se ha
documentado con valores hasta de un 13% mayor de AF en las madres que no tienen hijos con
HLP en comparacién a las madres que si poseen hijos con estos DC. (a7) (75

Existe una evidencia creciente del papel protector del AF en la prevencion de la GS. g2) Geng (s3)
al estudiar los mecanismos moleculares post-implantatorios, confirmé que la metilacién del ADN
participa en el proceso de decidualizacion y constatd que la deficiencia materna de AF origina
cambios en los patrones de metilacion de genes relacionados con la angiogénesis y la integridad
de los vasos sanguineos, procesos relacionados con la etiopatogenia de la GS.

Estudios experimentales y clinicos han demostrado que el fendmeno de no disyuncion esta
asociado a una inestabilidad cromosomica, relacionada con una hipometilacion del ADN. La
separacion prematura de las cromatidas hermanas, es el mecanismo mas frecuente en el origen de

las aneuploidias.
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Otro de los mecanismos causales esta relacionado con la alteracion en los mecanismos de
recombinacion y la asociacion de inestabilidad cromosomica por hipometilacion del ADN, lo que
hace considerar que alteraciones del metabolismo del AF podrian estar relacionadas con la
aparicion del SD, dado que el AF participa tanto en la sintesis como en la metilacion del ADN, a

través de la via metabolica de la Hcis. (24) (a9 (79

1.9- Factores de riesgo ambientales en el origen de los defectos congénitos
Muiltiples factores ambientales estdn implicados en el origen de los DC, a través de una

interaccion genoma-ambiente, que influyen sobre el epigenoma materno y fetal e incrementan el
riesgo de la expresion fenotipica de diferentes DC en genotipos con predisposicion genética. (24)
Los principales factores de riesgo ambientales descritos en la literatura para cada tipo de DC
folato-sensible aparecen en una publicacion realizada por el autor de esta investigacion. (21

Destacan entre ellos, las edades maternas extremas, la presencia de fiebre en el embarazo, el
periodo intergenésico corto, el sobrepeso y la obesidad materna, el consumo de medicamentos,

los habitos toxicos y otros, referenciados en numerosas publicaciones. (24) (79)

1.10- Deteccion de la deficiencia materna de acido félico
A mediados del siglo XX los métodos para la determinacion de los niveles de AF incluian el uso

de microrganismos como el Streptococcus fecalis y Lactobacillus casei, con posterioridad se
desarrollaron métodos biogquimicos para la determinacién de los niveles séricos y eritrocitarios
de AF, muchos investigadores refieren que este Gltimo es més fiable, pues las concentraciones
séricas se relacionan con los niveles de ingesta en determinado tiempo, mientras que la
concentracion eritrocitaria se relaciona mejor con los niveles tisulares.

En la actualidad existen cientos de examenes moleculares para el diagnostico de su deficiencia,
entre los que se incluyen analisis de deleciones y duplicaciones, secuenciacién de las regiones
codificantes o de los exones seleccionados del gen que codifica la MTHFR y de otros genes que
participan en el metabolismo del AF.

Sin embargo, aun en la era de los analisis moleculares, el diagnostico de la deficiencia de AF
puede realizarse en base a las anomalias detectadas en un frotis de sangre periférica y/o médula
Osea, mediante el analisis de la hipersegmentacion nuclear de los neutréfilos.

El frotis de sangre periférica tiene gran importancia por dos razones: primero es mucho mas
rapido y sencillo de realizar por lo que permite un diagndéstico instantaneo y segundo, un frotis
puede sugerir déficit de AF ain con una dosificacion sérica normal, puesto que la deficiencia de

AF a veces se presenta en pacientes aun antes que se establezca en las células rojas. (ss) ss)
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1.11- Homocisteina e hiperhomocisteinemia
La Homocisteina (Hcis) es un aa azufrado importante en la transferencia de grupos metilo en el

metabolismo celular. Una parte de este compuesto se une a la Serina y forma Cistationina, sin
embargo, la mayor parte se remetila para formar Metionina, proceso clave para el ciclo de
metilacion monocarbonado. Las concentraciones de Hcis pueden incrementarse por factores
geneticos o nutricionales. Las deficiencias de AF, piridoxina o cobalamina interfieren con el
proceso de remetilacion y originan hiperhomocisteinemia. (gs)

Una causa fundamental de hiperhomocisteinemia es el polimorfismo C677T del gen MTHFR,
entre el 10 y el 20% de los casos son homocigotos 677TT para este polimorfismo, (g7) otros autores
alegan, sin embargo, que este SNP provoca elevados niveles de Hcis solamente cuando coexisten

bajos niveles de folatos. (13)

1.12 Prevencién de los defectos congénitos
Los diferentes niveles preventivos de los DC incluyen la prevencion primaria, secundaria y

terciaria. La prevencion primaria puede ser preconcepcional o postconcepcional. La bdsqueda de
nuevos conocimientos en la presente investigacion esta dirigida, en lo fundamental, a encontrar
evidencias tedricas que puedan apoyar la prevencion primaria preconcepcional. (zs) s3)

En la actualidad las posibilidades de la prevencion primaria preconcepcional estan limitadas de
forma general a la suplementacién preconcepcional con AF, la estimulacion de la maternidad en
edades Optimas, asi como evitar las exposiciones a teratdgenos conocidos. (3s) (s3)

La prevencion primaria postconcepcional, disponible actualmente, incluye para las CC la
resonancia magnética cardiovascular y la ecocardiografia fetal. @s) g9) (90) El tratamiento
farmacoldgico de estos defectos ha avanzado mucho, las técnicas quirtrgicas cada vez son menos
invasivas y mas resolutivas, lo que favorece su prevencion terciaria. (o1

Entre las medidas para la prevencion primaria postconcepcional de los DTN se encuentran la
determinacion de Alfafeto proteina (AFP) materna y los estudios sonograficos fetales. (26) (92) Para
su prevencion terciaria se realiza la correccion quirdrgica del DC. Aproximadamente un 60% de
los pacientes necesitardn una derivacion ventriculo-peritoneal a lo largo de su vida. (93)

Para la prevencion primaria postconcepcional de las HLP se utilizan la ultrasonografia fetal, en
dependencia de su severidad clinica y la prevencion terciaria incluye el manejo psicologico vy el
tratamiento multidisciplinario con cirujanos, odontdlogos y foniatras. (26) (47)

La prevencion primaria postconcepcional de la GS incluye la determinacion de AFP sérica

materna y los estudios sonograficos fetales, a partir de las 12 semanas de gestacion. (g) (o4
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El desarrollo de los cuidados intensivos neonatales ha contribuido a su prevencién terciaria.
Todos los RN con GS requieren algun tipo de intervencidn quirdrgica, sin embargo, la técnica de
cierre que resulta mas Optima aun constituye un tema controversial. (95)

La prevencion primaria postconcepcional del SD se basa en el diagnostico prenatal citogenético
convencional, o molecular mediante FISH interfasico y los estudios de células fetales circulantes
en sangre materna, o) (s1) mientras que, la prevencion terciaria incluye medidas de caracter
rehabilitador y de autocuidado, que les permita una insercién a la sociedad y una mejor calidad

de vida. (9

1.13 Conclusiones parciales
1- Los defectos congénitos constituyen una importante causa de morbilidad y mortalidad y, en

la actualidad son motivo de frecuente interés en la bibliografia médica mundial, con especial
atencion en sus causas; pues a pesar de su importancia médica y social se desconoce la causa
de entre el 50 y 70% de los casos.

2- Existen en la literatura numerosas investigaciones con variable consistencia sobre diferentes
factores de riesgos ambientales, nutricionales y epigenéticos, de utilidad para la
implementacién de estrategias preventivas; los estudios epidemioldgicos mantienen su
interés, tanto en lo concerniente al establecimiento de conglomerados de mayor riesgo
poblacional, como a la determinacién de deficiencias maternas de acido folico y otros
oligoelementos.

3- A pesar del vertiginoso avance en la identificacion de genes que participan en los procesos
de embriogénesis y en las diferentes vias de comunicacion y sefializacién intercelular, la causa
de los defectos congénitos en muchos casos, sigue siendo una interrogante, y numerosos
aspectos relacionados con la asociacion de determinados polimorfismos son controversiales;
por lo que constituyen un reto permanente a la investigacion.

4- En esta area del conocimiento persisten importantes problemas cientificos sin resolver o con
contradicciones, que pueden ser utilizados como problemas de investigacion, como los
relacionados con el conocimiento de las bases que subyacen en la interaccion de factores de
tipo genético, nutricional y epigenéticos, implicados en el origen multifactorial de estos
defectos, a la vez que sustenta la necesidad de aportar elementos teoricos de utilidad potencial

para la prevencion primaria preconcepcional de los DC folato-sensibles.
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CAPITULO 2. IDENTIFICACION DE CONGLOMERADOS Y DE
FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LOS DCFOLATO-SENSIBLES

2.1 Introducciéon

Los DC constituyen un importante problema de salud por su elevada morbimortalidad. Segun se
avance en el conocimiento e identificacion de factores de riesgo ambientales y se implementen
acciones preventivas eficaces, muchos DC disminuiran su frecuencia. (21

2.2 Objetivos

Este capitulo da salida a los objetivos 1 y 2 de la investigacion, dirigidos a identificar
conglomerados temporales, espaciales o espacio-temporales de DC folato-sensibles e identificar
los diferentes factores de riesgos genéticos y ambientales relacionados a estos DC. Para ello se
Ilevaron a cabo diferentes tareas de investigacion, cuyos resultados se presentan a continuacion.

2.3 Material y Métodos

2.3.1 Definicion de universo, poblacién y muestra
Universo: 46 473 nacimientos entre los afios 2013 y 2018. De ellos 45 692 nacidos vivos (NV),

425 nacidos muertos (NM) y 356 interrupciones electivas del embarazo (IEE) registrados en el
Centro Provincial de Genética, en los Departamentos de estadisticas del Hospital Gineco
Obstétrico Universitario “Mariana Grajales” y de la Direccion Provincial de Salud de Villa Clara.
Poblacion: 267 productos de gestaciones ocurridas entre los afios 2013 y 2018 (143 en el periodo
2013 a 2015 y 124 entre 2016 y 2018). Del total de casos de estudio 108 NV, 154 IEE y cinco
mortinatos con alguno de los siguientes tipos de DC folato-sensibles: 80 cardiopatias congénitas
conotroncales (CCCT), 59 defectos del tubo neural (DTN), 36 hendiduras labio-palatinas (HLP),
31 gastrosquisis (GS) y 61 Sindrome Down (SD) por trisomia libre, como aberracion

cromosomica sensible a esta deficiencia.

2.3.2 Seleccion de la muestra:
Para el analisis de conglomerados espaciales, temporales y espacio-temporales de DC folato-

sensibles se consideraron el universo y la poblacion.
Para la identificacién de los factores de riesgo se empled una muestra de 106 casos incidentes,

e igual cantidad de casos prevalentes y controles, como se muestra en el diagrama de la
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investigacion. (Anexo 1). Para los andlisis de factores de riesgo epidemioldgicos, los casos
incidentes y prevalentes se procesaron de conjunto.

- Casos incidentes: Del total de 124 casos diagnosticados en el Centro Provincial de Genética por
estudios de pesquisaje prenatal o por examen fisico, con algun tipo de DC folato-sensible entre
2016- 2018, 11 madres no consintieron participar en el estudio y siete casos se excluyeron (cinco
por constatarse patron de DC multiples en el estudio anatomopatoldgico, uno por identificarse
una translocacion cromosémica como causa del SD y otro por salida del pais). Por lo que el total
de casos incidentes incluidos fue de 106/124 (85,48%), de ellos 36 NV, tres NM y 67 casos con
IEE. Por tipos de DC: 29 CCCT, 23 DTN, 17 HLP, 15 GSy 22 SD.

- Casos prevalentes: A partir de los 143 casos diagnosticados entre 2013 y 2015 con algun tipo
de DC folato-sensible, y después de aplicados los criterios de inclusion y exclusién ocho madres
no consintieron en participar, y 12 no fueron localizadas por cambio de residencia, quedaron 123
casos prevalentes potencialmente incluibles en el estudio, de los que se escogieron 106, uno por
cada caso incidente.

Los casos prevalentes a seleccionar fueron una muestra que no podia ser conocida hasta el final

del estudio, por tanto, se fueron tomando por muestreo no probabilistico secuencial;

progresivamente en la medida que se diagnosticaba un caso incidente con un DC aislado de uno

de los cinco DC incluidos. Como método para el disefio se establecio previamente la conducta
a tomar, segun se verificara una de las tres situaciones que pueden ocurrir en un disefio de este

tipo: primero, que los casos incidentes fueran iguales a los del periodo prevalente, (en cuyo caso

se incluirian todos los casos prevalentes potencialmente incluibles; lo que ocurrié en concreto

para los DTN, HLP y GS), segundo: que los casos incidentes superaran en nimero a los del

periodo prevalente para un DC determinado, en cuyo caso se tomarian los necesarios hasta
completar la misma cantidad utilizando los procedentes del afio 2012, considerando comenzar

por la fecha de nacimiento del ultimo mes del afio hacia atrés, en este situacion no se encontro

ninguno de los DC y por ultimo, aquellas situaciones de DC aislados en que los casos incidentes
fueran menos que los casos prevalentes, y por tanto, se debian seleccionar casos prevalentes con

igual DC de entre el total de casos prevalentes potencialmente incluibles, lo que ocurrié en las
CCCT donde se debieron escoger 29 casos prevalentes de entre los 36 potencialmente incluibles
y en el SD, que fueron 22 de 32, los que se escogieron por coincidencia del mes de nacido y/o
por coincidencia del area de salud.

- Seleccién de los controles:
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Una vez que se iban identificando los casos, los controles se fueron tomando por muestreo no
probabilistico secuencial a partir de los potenciales controles y se seleccionaba uno por cada caso
incidente, residente en la misma area de salud; con la menor diferencia posible en la fecha de
nacimiento hasta una diferencia maxima de tres meses posteriores respecto a la fecha de
diagnostico del caso incidente. Este periodo de tiempo garantizo la realizacion del examen
dismorfologico después del mes de nacido, para excluir la presencia de algin DC no

diagnosticado previamente.

2.3.3 Métodos de recoleccion del dato primario
Las estadisticas vitales relativas al namero de NV se obtuvieron del departamento de estadisticas

del Sectorial Provincial de Salud Publica de Villa Clara. Los datos de muertes fetales y
neonatales se recopilaron del departamento de estadisticas del hospital Gineco Obstétrico
Universitario “Mariana Grajales” de Santa Clara y del Sectorial Provincial de Salud Publica de
Villa Clara y los referentes a las IEE fueron recolectados de los registros existentes en el Centro
Provincial de Genética Médica de Villa Clara (RECUMAC y el RECUPREMAC) y del
departamento de estadisticas del Hospital Gineco Obstétrico Universitario “Mariana Grajales”.
Para la obtencién del dato primario de los DC prevalentes, diagnosticados entre los afios 2013 al
2015 se empled la documentacidn cientifica, mediante la revision de los registros existentes en
el Centro Provincial de Genética Médica de Villa Clara (RECUMAC y el RECUPREMAC),
revision de los resultados del examen ultrasonografico, del estudio prenatal citogenético, asi
como los informes necrépsicos del departamento de Anatomia Patoldgica del hospital Gineco
Obstétrico Universitario “Mariana Grajales”. Los hallazgos del examen anatomopatologico
constituyeron la regla de oro.

Para la obtencion del dato primario de los DC incidentes diagnosticados entre los afios 2016 al
2018 se emple0 la observacion cientifica participante, consistente en la realizacion de un examen
fisico y dismorfologico por el autor del trabajo, a los RN vivos con DC registrados en los
servicios de neonatologia de los cuatro hospitales donde ocurren nacimientos en Villa Clara.
Ademaés, se empled la documentacion cientifica, mediante la revision de los resultados del
examen ultrasonografico, del estudio prenatal citogenético, del examen anatomopatologico
macroscopico de los NM vy de las IEE y los datos del RECUPREMAC y del RECUMAC. Los

hallazgos del examen anatomopatoldgico constituyeron también la regla de oro.
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2.3.4 Identificacion de conglomerados temporales, espaciales y espacio-temporales de DC
folato-sensibles
Para dar salida al objetivo 1 de la investigacion e identificar conglomerados temporales,

espaciales o espacio-temporales de DC folato-sensibles se considerd la poblacion de estudio (267
casos con alguno de los DC incluidos) respecto al universo, los que cubren todos los nacimientos
e IEE de todo el periodo de estudio. Para ello se empleo el programa SatScan, que implementa
el método de Kulldorf. g7y La unidad espacial de andlisis fueron los municipios y la temporal fue
dividida por afos. (32

Para el analisis de la temporalidad e identificacion de potenciales conglomerados temporales de
DC folato-sensibles se determinaron las tasas de prevalencia ajustada (PA) por afos, para el
conjunto de defectos, para cada uno de los cinco tipos de DC y para sus diferentes fenotipos
clinicos.

El célculo de la tasa de PA permitio determinar la proporcion en la cual aparecieron los casos
NV, NM o por IEE con los diferentes tipos de DC folato-sensibles, respecto al universo de

nacidos (vivos y muertos); como muestra la siguiente formula:

_ NV con DC + NM con DC + IEE

PA
Total de NV + NM

x 1000 nacimientos

Para la identificacidén de conglomerados espaciales se tuvo en cuenta el nimero de casos con DC
(en el total de DC folato-sensibles y para cada tipo de DC) y el nimero esperado para cada
municipio y se determing el riesgo relativo y la significacion asociada. (s3) (o7

Este método emplea una ventana cilindrica formada por una base geografica circular y una altura
que refleja el periodo de tiempo de los potenciales conglomerados, se calcula el riesgo relativo
(RR) dentro y fuera del cilindro y se selecciona aquel de maxima verosimilitud (LLR = log

likelihood ratio). (g5

En el anéalisis de conglomerados espacio-temporales se consideraron el nimero de casos
observados con DC folato-sensibles en cada uno de los afios de estudio, respecto a lo esperado.
La definicion de conglomerado se muestra en el Anexo 1 (definicion y operacionalizacion de
variables) y los detalles para su identificacion, incluyendo las formulas para la determinacion de
los casos esperados y del riesgo relativo aparecen en un articulo publicado por el autor de la

presente investigacion. (3o
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Para dar cumplimiento al objetivo 2 referente al analisis de los factores de riesgo, a todas las
madres de los casos y controles se les aplicO un cuestionario heteroadministrado por el
investigador, en el local de consulta del Centro Provincial de Genética Médica. A las madres de
los casos incidentes se les aplicé en el momento del diagnostico y en las madres de los casos
prevalentes y de los controles, a medida que se fueron incorporando al estudio.

En el cuestionario, previamente validado por el autor, mediante criterios de expertos por el
método Delphi, (1) se reflejaron datos demogréaficos y de identificacion personal, variables
clinicas, epidemioldgicas, nutricionales y un grupo de factores e indicadores de riesgo. Para la
obtencion de los datos dietarios referentes al consumo de folatos se incluyo6 en el cuestionario
una tabla de frecuencia semicuantitativa de consumo de alimentos a nivel individual, que indaga
sobre la frecuencia con que se consumieron determinados alimentos que son fuentes naturales
de folatos, de acuerdo a lo referido en la literatura, respecto a los requerimientos nutricionales
de este micronutriente en el embarazo, mediante el uso del sistema automatizado para la
evaluacion de encuestas de consumo de alimentos (CERES +) del Instituto de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia de la Habana y de la Organizacion de Naciones Unidas para la

Agricultura y la Alimentacion (FAO). (s9)

2.3.5 Variables clinicas, epidemioldgicas, nutricionales y de riesgo incluidas en el estudio
Entre las variables clinicas se especificaron los diferentes fenotipos clinicos de los DC folato-

sensibles, las que se definen y operacionalizan en el Anexo 1. Mientras que entre las variables
epidemioldgicas se incluyeron: edad materna y paterna, municipio de residencia, urbanidad,
escolaridad y ocupacion.

En este propio Anexo 1 se detallan las variables de riesgo empleadas, las que fueron autoreferidas
por las gestantes o tomadas de la historia clinica obstétrica y fueron clasificadas en:

- Factor de riesgo modificable: Se refiere a las caracteristicas o circunstancias detectadas en
individuos o grupos, asociada con una probabilidad incrementada en experimentar un dafio a la
salud, que pueden ser controladas o modificadas. Fueron consideradas las enfermedades
maternas agudas y crénicas, el consumo de bebidas alcohdlicas, la exposicion al humo de
cigarrillo, exposicion a radiaciones ionizantes, asi como a productos quimicos, la hipertermia y
el consumo de medicamentos no habituales, todos durante el primer trimestre del embarazo. (21
(100)

- Factor de riesgo bioldgico no modificable: Referido a las caracteristicas o circunstancias

detectadas en individuos o grupos, asociada con una probabilidad incrementada en experimentar
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un dafo a la salud, que no pueden ser controladas o modificadas. Fueron consideradas las edades
maternas extremas, el sexo del feto o recién nacido y la avanzada edad paterna. (21

- Factor de riesgo nutricional: Caracteristicas o trastornos relacionados con la nutricion, tanto
por macro como micronutrientes, ya sea por deficit o por exceso. Valores finales: Bajo peso
materno, sobre peso u obesidad materna, anemia en el embarazo, deficiencia de uno o0 mas
micronutrientes, niveles elevados de uno o mas micronutrientes, consumo deficiente de folatos,
no consumo preconcepcional de &cido folico, periodo intergenésico corto y consumo de
antagonistas del &cido folico. En este Gltimo grupo se consideré como una variable independiente
el consumo de tabletas anticonceptivas, pues ademas del efecto antifolinico, se describe en la
literatura cientifica que actla durante la morfogénesis como un disruptor endocrino. (e) (101)

- Factor de riesgo genético: Referido a los antecedentes familiares de DC o enfermedad
monogénica, cromosdmica o multifactorial, historia de abortos espontaneos o muertes fetales y
de consanguinidad parental. (s3)

- Marcadores de riesgo materno fetal: Alteraciones en los niveles de liquido amnidtico,

restriccion del crecimiento intrauterino, gemelaridad y niveles elevados de Alfafeto proteina. (101

2.3.6 Técnicas estadisticas empleadas para contrastar los resultados de los factores de riesgo
Los datos obtenidos de la aplicacidn del cuestionario fueron introducidos en una base de datos

creada al efecto mediante el programa SPSS version 22.0 de Windows.

Para analizar los factores de riesgo epidemioldgicos se realizaron estudios de asociacion
bivariados entre variables cualitativas nominales. Fueron consideradas un total de 54 variables
de riesgo. Se realizaron analisis para el conjunto de DC y para los cinco tipos de DC. Finalmente,
en el informe escrito se presentan los resultados de 33 de ellas que resultaron significativamente
asociadas al menos a uno de los tipos de DC sensibles a la deficiencia materna de AF.

Se empled la docima de hipdtesis de independencia u homogeneidad, a través de la estimacion
del estadigrafo Ji cuadrado (X?) de Pearson y test de probabilidades exactas de Fisher. Una vez
demostrada la significacion estadistica se calcularon las medidas de asociacion, como la razon
de productos cruzados u Odds Ratio (OR) y la V de Cramer, con el objetivo de demostrar
magnitud de asociacion.

En la edad materna como factor de riesgo, se realiz6 un analisis particular, teniendo en cuenta su
condicion de variable cuantitativa continua. Se determind la edad media, la desviacion estandar

(DS) y el rango, en los cinco grupos de DC folato-sensibles, en el conjunto de ellos, asi como en
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las madres de controles. Se realizo prueba T de Student de comparacion de medias entre casos y
controles.

Se realiz6 un andlisis multivariado, en el total de 318 gestantes, para ello se empled la regresion
logistica binaria por el método hacia adelante (condicional), donde se incluyeron 17 variables
clinico-epidemioldgicas, de ellas 15 que resultaron significativas en el andlisis bivariado del
conjunto de los DC y dos con suficiente consistencia en la literatura cientifica (fiebre en el
embarazo y polihidramnios). Se descartaron 16 variables por presentar colinealidad
(medicamentos  hipoglucemiantes, anticonvulsivos, antihipertensivos, antianémicos,
broncodilatadores y esteroides, hormonas tiroideas y las drogas antitiroideas; las que presentaron
colinealidad con enfermedades cronicas, asi como con cada enfermedad crénica en particular,
los analgésicos y antinflamatorios, los antibioticos, la presencia de fiebre, los antimicrobianos y
antiparasitarios, que presentaron colinealidad con las sepsis urinaria y vaginal, infeccion
respiratoria y las enfermedades agudas, la avanzada edad paterna y la multiparidad con la AEM
y la nuliparidad con la madre adolescente).

2.4 Resultados.

2.4.1 Conglomerados temporales, espaciales y espacio-temporales de los DC folato-sensibles

La informacidn primaria para el analisis de conglomerados se muestra en los Anexos del 1 al 6.

2.4.1.1 Determinacion de la prevalencia ajustada por afios, fenotipos clinicos y tipos de DC folato-
sensibles para el andlisis de su variaciéon temporal.

En la Tabla 1 se observa un total de 267 DC folato-sensibles, para una PA de 5,79 por 1000
nacimientos (95% IC: 5,16 - 6,89). Las mayores tasas de PA se constataron en las CCCT, seguido
del SD y los DTN.

En el Anexo 2 se muestra la informacion primaria para el analisis de conglomerados temporales
para el conjunto de DC, por tipo especifico de DC y condicion al nacer segin afios. Las mayores
tasas de PA para el conjunto de DC se identificd en los afios 2013 y 2016, por encima de 6 por
1000 nacimientos.

En el propio Anexo 2 se puede apreciar que solamente se observaron incrementos en la PA entre
los afios 2013 y 2018 en dos tipos de DC folato-sensibles: las CCCT (de 1,50 en 2013 a 1,72 en
el 2018) y los DTN (de 1,75 a 1,99 en dichos afios).

En el Anexo 3 aparece la distribucion temporal de la frecuencia y la PA segun el fenotipo clinico

de los DC folato-sensibles. En los afios 2014 y 2016 se constataron las mayores tasas de PA para
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las CCCT, donde predominaron los defectos septales conotroncales con el 43,75% y 31,25% del
total.

Los DTN tuvieron su mayor tasa de PA en 2018, con predominio de los casos con EB, los que
representaron el 60% del total de DTN en este afio (9/15).

En las HLP la PA maés elevada se constatd en 2016 con 1,08 por 1000 nacimientos y predominio
del fenotipo de labio leporino (LL) con paladar hendido (0,54 por 1000 nacimientos).

En las GS la PA maés elevada se constato en el afio 2013, seguida del 2016, mientras que el SD
tuvo también la mayor PA en 2013, seguida de 2015.

En el Anexo 4 se muestran las curvas de tendencia temporal de las tasas de prevalencias de todos
los DC folato-sensibles, donde se observa una tendencia decreciente en las curvas de PA para
todos los DC, excepto en las CCCT y en los DTN en las que se describe una tendencia temporal

discretamente ascendente.

2.4.1.2 Identificacion de conglomerados espaciales para DC folato-sensibles
En el Anexo 5 se incluye la informacion recopilada para el analisis de conglomerados espaciales,

en el que se aprecia que para el conjunto de DC folato-sensibles, el municipio que presento la
mayor tasa de PA fue Corralillo (9,19 por 1000 nacimientos), seguido de Quemado de Guines
(9,20 por 1000 nacimientos) y Placetas (8,04 por 1000 nacimientos).

En el propio Anexo 5, por tipo de DC, la mayor tasa dese PA para las CCCT se constat6 en el
municipio de Quemado de Guines (3,64 por 1000 nacimientos). La mayor tasa para los DTN se
observo en Placetas (2,59 por 1000 nacimientos). Mientras que las mayores tasas de PA para HLP
se constataron en los municipios colindantes de Quemado de Giiines y Corralillo, por encima de
2 por 1000 nacimientos. La mayor PA para la GS se presentd en el municipio de Manicaragua
(1,72 por 1000 nacimientos). En el municipio de Placetas se constatd la mayor PA para el SD
(2,08 por 1000 nacimientos).

En el Anexo 6 se muestran las tasas de PA de los diferentes fenotipos clinicos por municipios. En
las CCCT en el municipio con mayor PA que fue Quemado de Giines, el predominio fue a
expensas de los defectos septales conoventriculares, con tasa de PA de 1,82 por 1000 nacimientos,
mientras que, en Placetas, con la mayor prevalencia de los DTN, la anencefalia y la EB tuvieron
la misma tasa de PA (1,30 x 1000 nacimientos).

En HLP con la mayor PA en Quemado de Glines, predominaron los casos con LL sin paladar

hendido (1,82 por 1000 nacimientos) mientras que, en Corralillo, con la segunda mayor PA; la
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mayor frecuencia se observo para el fenotipo clinico de LL con paladar hendido (1,41 por 1000

nacimientos).

2.4.1.3 Identificacion de conglomerados espacio-temporales para DC folato-sensibles
El resultado del analisis para la identificacion de conglomerados espacio-temporales se muestra

en el Anexo 7. Se observan varias areas con mayor probabilidad de que aparezcan DC sensibles
a la deficiencia materna de AF que fuera de ellas, para diferentes DC especificos, con diferencias
entre los casos observados y esperados y con un RR superior a 1. No obstante, solo se
identificaron dos conglomerados espacio-temporales primarios significativos, uno en el afio
2017 para las HLP (Figura 1) que incluyo los municipios de Corralillo y Quemado de Guines
(casos observados: 5; casos esperados: 0,31 RR: 18,93; p=0,004) y otro para los DTN en el afio
2018 (Figura 2) que abarco los municipios de Quemado de Giiines, Santo Domingo y Sagua la
Grande (casos observados: 7; casos esperados: 1,06 RR: 6,47; p=0,013)

2.4.2 Identificacion de factores de riesgo asociados a los defectos congénitos mediante
analisis bivariado

Los factores de riesgo identificados en analisis bivariado en el conjunto de DC y que resultaron
significativamente asociados a éstos se muestran en la Tabla 2.

En el Anexo 8 se muestran los factores de riesgo que se asociaron significativamente a los DC
folato-sensibles en el grupo de madres de casos incidentes y prevalentes en conjunto, respecto a
las madres del grupo control y se comparan con los resultados de un analisis de asociacion similar
efectuado entre las madres de casos incidentes respecto al grupo control. Entre ambos estudios
hubo coincidencia entre los factores de riesgo que se asociaron a los DC, con excepcion de los
antecedentes familiares de DC, los antecedentes de DC en familiares de | Grado y por via paterna,
en los que no se constato significacion en el grupo de madres de casos incidentes respecto a las
madres de los controles.

En las Tablas de la 3 a la 7 aparecen los factores de riesgo asociados a los grupos de DC
especificos. En las mismas puede observarse que las enfermedades cronicas en el embarazo, el
consumo de medicamentos no habituales, el consumo deficiente de folatos, el sobrepeso y
obesidad materna, asi como los antecedentes familiares de DC son factores de riesgo que se
identificaron en las CCCT, los DTN y las HLP.

La avanzada edad materna constituyo un factor de riesgo para las CCCT, los DTN, las HLP y el
SD, mientras que la maternidad en la adolescencia se asoci¢ a la presencia de HLP y GS. Por su
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parte, el no consumo preconcepcional de AF fue un factor de riesgo para las CCCT, los DTN y
el SD.

El periodo intergenésico corto fue un factor de riesgo identificado en las madres con CCCT, HLP,
la GS y el SD. La exposicion a productos quimicos se constato en los casos con DTN y GS.
Entre los factores de riesgo que resultaron significativamente asociados a las CCCT se encuentran
las enfermedades cronicas (diabetes pregestacional y la HTA cronica), medicamentos no
habituales, como los antibidticos, los analgésicos-antinflamatorios y los esteroides. (Tabla 3) Los
antecedentes familiares de CC y la anemia en el embarazo fueron factores de riesgo que no se
identificaron en otros tipos de DC.

En la Tabla 4 se resumen los factores de riesgo que se asociaron con la aparicion de los DTN.
La diabetes mellitus y la epilepsia fueron las enfermedades crénicas mas frecuentes y entre los
medicamentos se identificaron los antibidticos, sedantes y sicotropicos. La exposicion materna

a fuentes de calor y la fiebre en el embarazo fueron factores de riesgo que solamente se
asociaron a este tipo de DC.

Los factores de riesgo asociados a las HLP (Tabla 5), muestran entre los medicamentos no
habituales a los del grupo de analgésicos y antinflamatorios y a los sedantes y sicotrépicos. La
exposicion pasiva al humo del cigarrillo y los antecedentes familiares de HLP fueron factores
de riesgo limitados a este tipo de DC.

En la Tabla 6 aparecen los factores de riesgo asociados a la GS. Entre los riesgos que se
asociaron a este tipo de DC se identificaron la ingestion de bebidas alcohdlicas, el habito de
fumar, el bajo peso materno y las edades maternas menores de 20 afos de edad.

Entre los factores de riesgo asociados con la aparicién del SD estuvieron el consumo de
medicamentos no habituales, como los sedantes y psicofarmacos. Entre los factores de riesgo
nutricionales se encontro el no consumo preconcepcional de AF y el consumo deficiente de
folatos; mientras que entre los factores de riesgo bioldgicos no modificables se identificaron la
la avanzada edad materna. (Tabla 7).

En la Tabla 8 se muestra que la edad media en las madres de los controles fue 27,65 +/- 4,48

afios. Las diferencias encontradas para la GS y el SD fueron significativas (p=0,000).

2.4.3 Identificacion de factores de riesgo mediante analisis multivariado
A partir de las 17 variables clinicas y epidemioldgicas incluidas como variables independientes

en el modelo, quedaron incluidas 10 en la ecuacion de regresion, todas significativas. El

porcentaje global de clasificacion correcta fue de 84,3%; 90,1% en los casos y 72,6% en los
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controles. Las variables incluidas en la ecuacion en el andlisis multivariado fueron los
antecedentes personales de enfermedades crénicas, periodo intergenésico corto, consumo de
tabletas anticonceptivas, niveles elevados de AFP, polihidramnios, sobre peso u obesidad
materna, consumo deficiente de folatos, avanzada edad materna, madre adolescente y no

consumo preconcepcional de AF. (Anexo 9).

2.5 Discusion
2.5.1 Conglomerados temporales, espaciales y espacio-temporales de los DC folato-sensibles

2.5.1.1 Determinacion de la prevalencia ajustada por afios, fenotipos clinicos y tipos de DC folato-
sensibles para el andlisis de su variaciéon temporal.
El hallazgo de las CCCT como el DC mas frecuente coincide con los reportes de la literatura

que sefiala a las CC como los DC de mayor prevalencia a nivel mundial, estimada entre 8 y 10
por 1000 NV, constituyen un tercio de todos los DC y la principal causa de mortalidad infantil
por DC, al representar entre el 30 y 50% de éstas. (102) (103) (104)

La mayoria de las publicaciones sobre el tema se limitan a determinar la prevalencia de CC en
NV de manera general y no por fenotipos, lo cual dificulta la comparacion de los resultados.
(105) (106) (107) (108) (109) (110)

Entre las CC mé&s comunes y mas severas se encuentran las conotroncales, que constituyen
entre el 20 y el 30% de todas las CC diagnosticadas en la vida prenatal y constituyen el subtipo
méas comun de CC, luego de los defectos septales. (111) (112) (113) (114)

Al incluir todos los tipos de CC, Navarro (100) identificd que en Villa Clara las tasas anuales de
PA entre los afios 2000 y 2008 oscilaron entre 3,0 y 5,2 por 1000 nacimientos.

En el presente estudio los DTN ocuparon el tercer lugar en frecuencia, sin embargo, la literatura
cientifica refleja que los DTN constituyen el segundo grupo de DC maés frecuentes, con una
frecuencia que oscila en un rango entre 1,0 y 10,0 por cada 1000 nacimientos. (2) (115 Resulta
oportuno sefalar que la tasa de PA identificada en el presente estudio se incluye en ese rango
de prevalencia.

Estos defectos estructurales del sistema nervioso central que afectan el cerebro o la columna
vertebral del embrién, como promedio se presentan en 1 cada 1000 gestaciones, aunque su
frecuencia resulta ain mayor entre los productos abortados. (116 LOS tipos mas comunes de

DTN son la EB y la anencefalia. (26) (117) (118) (119) (120) (121) (122)
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Las HLP constituyen los DC craneofaciales mas frecuentes y ocupan el cuarto lugar en
prevalencia entre los DC. (23) (26) Aunque, en EUA los DC maés frecuentes a nivel nacional son
el SD y el LL con o sin PH, seguido de las CC. (3

La PA de HLP en la provincia de Villa Clara se encuentra dentro del rango de prevalencia
descrito en Cuba y a nivel mundial (0,75 — 1,75 por 1000 nacimientos). (32) (123) (124) (125)

La PA de HLP identificada en el presente estudio resulto discretamente superior a la encontrada
en una investigacion realizada en La Habana entre 2000 y 2003 (PA de 0,71 por 1000
nacimientos), 126y frecuencia ésta que coincide exactamente con la descrita en Santiago de
Cuba, donde se identificaron 98 casos de HLP entre 138 381 nacimientos en un periodo de 10
anos. (127)

El fenotipo clinico méas frecuente en los casos de este estudio fue el LL con paladar hendido
(PH) con una frecuencia que duplica a la de las fisuras del paladar, resultado coincidente con
diferentes estudios nacionales e internacionales donde el PH representa entre un tercio y la
mitad de los casos con HLP. (128) (129) (130)

La prevalencia de GS identificada en el presente estudio se encuentra en el rango de prevalencia
global descrito en la literatura cientifica, que oscila entre 3 a 4,5 casos por 10 000 nacimientos.
Se plantea que existen variaciones temporales y espaciales en las cifras de incidencia de GS,
con una tendencia temporal ascendente en los Ultimos afios (34) (35) (131)

El SD ocupé el segundo lugar de frecuencia en la provincia de Villa Clara, éste constituye la
aneuploidia mas frecuente en humanos y su frecuencia varia en los diferentes paises de acuerdo
con las caracteristicas de la poblacién, tasas de fecundidad especificas por edad materna, la
posibilidad de realizar DPN y de IEE, asi como las caracteristicas propias de los sistemas de
vigilancia. 37) 38) (132)

La tasa de prevalencia ajustada identificada en el presente estudio en el periodo comprendido
entre 2013 y 2018 resulta similar a la identificada por Herrera Martinez (s3) en un estudio previo
realizado en esta provincia entre los afios 1986 y 2000 (1,012 por 1000 nacimientos para todas
las edades maternas), mientras que la prevalencia en mujeres mayores y menores de 35 afos
fue de 5,19 y 0,79 por 1000 nacimientos, respectivamente.

En la provincia de Villa Clara se implement6 a mediados del afio 2015 un programa preventivo
para incentivar el uso preconcepcional de AF en las mujeres de edad reproductiva que abarcé

a varios municipios. (133) Existe suficiente evidencia epidemioldgica que avala el hecho de que
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la suplementacion preconcepcional materna con AF disminuye la aparicion de DTN y otros DC
folato-sensibles en la descendencia. (10) (117) (134) (135) (136)

El hecho de que las mayores tasas de PA para este tipo de DC se observara dos y tres afos
después de la implementacion del programa preventivo en la provincia, junto a los bajos niveles
de consumo preconcepcional de este micronutriente identificado en el presente estudio,
justifican investigar el alcance y efectividad de este programa de base comunitaria.

La tendencia temporal discretamente creciente en la PA de las CCCT entre los afios 2013 y
2018 identificadas en el presente estudio est4 acorde con lo descrito en la literatura, donde se
plantea que en los ultimos afios se observa una tendencia creciente en la incidencia de CC no
sindromicas. (137) (138) (139) Un meta-analisis que incluyd 260 investigaciones revelo que entre
1970y 2017, la prevalencia de CC se increment6 globalmente en 10% cada cinco afios. (109
Este incremento pudiera ser reflejo de un incremento en la frecuencia de conocidos factores de
riesgo como el sobrepeso y la obesidad materna, diabetes pregestacional y otros. (21

Sin embargo, la tendencia al incremento observada en la frecuencia de los DTN no coincide
con lo descrito en la literatura, donde se describe en los paises desarrollados una tendencia a la
disminucion de su frecuencia, entre sus causas se encuentran la suplementacién
preconcepcional y fortificacién de alimentos con AF, la accesibilidad a un DPN temprano y la
IEE. (122) (135) (140) (141) El autor considera que dado el acceso universal de las embarazadas
cubanas a los diferentes métodos de DPN de los DTN, asi como a la posibilidad de solicitar la
IEE, los factores que subyacen en esta tendencia al incremento apuntan a deficiencias en la
suplementacion preconcepcional y en la fortificacion con AF.

La tendencia temporal discretamente ascendente en la prevalencia de DTN observada en Villa
Clara resulta similar a la descrita en la provincia de Las Tunas entre los afios 2012 y 2015. (142
Cuba se encuentra entre los 81 paises en que esta establecida la fortificacion obligatoria de
alimentos con AF. (143) En 1987 se implement6 un programa de cobertura nacional dirigido a
todos los grupos poblacionales para la fortificacion con hierro y vitaminas del complejo B de
la harina de trigo y 12 afios después, se inici0 la fortificacion con iodo de toda la sal de consumo
dirigida también a todos los grupos poblacionales.

A los alimentos de consumo comun que pueden ser fortificados se llaman “vehiculos
alimentarios”, porque transportan micronutrientes. Los vehiculos alimentarios fortificados mas
comunmente utilizados a nivel mundial son el aceite vegetal, el arroz, la harina de maiz, la

harina de trigo y la sal de consumo. (144 (145
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Sin embargo, de acuerdo a los datos publicados por la OMS, resultado de la segunda revision
de las politicas de nutricion global 2016-2017, no existen evidencias de que en Cuba se continte
fortificando la harina de trigo con AF, como un programa dirigido a toda la poblacion. (14s)

Se plantea que en los paises en los que la estrategia de prevencion de los DTN esta basada en
la promocion del consumo preconcepcional de AF y no en la fortificacion de alimentos, como
las de Cuba y la mayoria de los paises europeos, han mostrado ser inefectivas. (146)

Aunque, los resultados de ensayos clinicos realizados para evaluar el consumo materno
preconcepcional de AF en la prevencion de la recurrencia en casos de DTN, indican que entre
el 30 y el 50% de los casos no son prevenibles con AF, a esos casos se les denomina “AF
resistentes” o “no respondedores”. Por lo que se investiga el efecto de otras deficiencias
nutricionales en el origen de los DTN, como la deficiencia materna de Inositol. (141

Existe suficiente evidencia cientifica a favor de una tendencia temporal ascendente en los casos
de GS en las Gltimas tres décadas, tanto en Europa como en América, de una prevalencia global
estimada en 3,6 por 100 000 NV durante el periodo 1995-2005 alcanz6 la cifra de 4,9 por 100
000 NV entre 2006-2012. (147) (148) (149) (150) Por el contrario, en la provincia de Villa Clara en el
periodo de estudio se constat6 una tendencia al decrecimiento, lo que coincide con lo observado
por Chen y colaboradores. (151

A consideracién del autor de la presente investigacion, la tendencia al decrecimiento en la
frecuencia de GS observada en Villa Clara guarda relacion, ademas, con la pequefia cantidad
de afos (seis) incluidos en la serie y, a que solamente se limita al estudio de la GS, pues cuando
el autor del presente trabajo incluyd también los casos con onfalocele y amplio el periodo de
estudio a 30 afios se observd una tendencia temporal francamente creciente en la prevalencia
en la provincia de 0,38 en 1990 a 0,75 en 2019. (34

De igual forma, cuando fueron incluidos todos los tipos de defectos de la pared abdominal
anterior se observo un incremento temporal de la PA de 0,70 en el periodo 1994-2006 a 0,95
entre 2007-2019. (1)

La tendencia temporal decreciente observada en la prevalencia de SD en NV en Villa Clara
coincide con la que presenta el pais, lo que es atribuido a una disminucion en la tasa de

fecundidad general que se observa en Cuba en las Ultimas décadas. (37

2.5.1.2 Identificacion de conglomerados espaciales
En los municipios de Corralillo, Placetas y Quemado de Guines se identificaron las mayores

tasas de PA de CCCT y DTN. En el caso de Corralillo y Quemado de Guines pudiera estar en
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relacion con el hecho de que estos territorios estuvieron entre los que menor nimero de NV y
NM tuvieron durante el periodo. Explicacion epidemioldgica no aplicable a Placetas, por lo
que es preciso profundizar en las causas de la elevada PA en este municipio, aunque resulta
oportuno recordar que, a pesar de la importancia que revisten los DC tanto desde el punto de
vista médico como social, se desconoce la causa del 50 al 70% de los casos. (2)

La mayor tasa de prevalencia ajustada para la GS se present6 en el municipio de Manicaragua.
La principal actividad econdmica en éste y en los mencionados municipios es la agricultura
cafiera y no cafiera. (152

Tras estas elevadas tasas de prevalencia subyacen multiples factores genéticos y ambientales.
La exposicion no ocupacional a sustancias quimicas puede ocurrir en ambientes residenciales
cercanos a areas agricolas a través de residuos contaminantes de las aguas de consumo o
alimentos. Los fertilizantes, herbicidas e insecticidas son de uso frecuente por los campesinos,
los que podrian terminar en el suelo y aguas subterrdneas y subsecuentemente incrementar los
niveles de nitratos u otros agentes quimicos en las aguas de consumo. (153

Mas de un cuarto (30,5%) de la poblacion de estos territorios villaclarefios residen en areas
rurales, donde el agua de consumo es usualmente obtenida de pozos y en menor frecuencia de
manantiales. (133) Por lo que se requieren estudios mas especificos en este sentido.
Adicionalmente, en el municipio de Placetas existe una alta concentracion de fundiciones
artesanales de objetos de aluminio, la mayoria de ellas localizadas de manera inadecuada en los
patios de las viviendas, en cuyo proceso se generan elevadas temperaturas ademéas de
contaminacion del aire con hollin, humo, hidrocarburos organicos y otros contaminantes
ambientales. (133) Entre los factores ambientales que describe la OMS como causas de DC se
describe el hecho de trabajar o vivir cerca de fundiciones. (2)

La literatura cientifica describe multiples factores ambientales relacionados con la aparicion de
DTN, incluyendo la hipertermia, elementos quimicos en el suelo, exposicion a pesticidas y
desinfectantes, asi como a la presencia de nitratos en el agua de consumo. (1s) (122) (140) (154)

2.5.1.3 Identificacion de conglomerados espacio-temporales
La identificacion de conglomerados espacio-temporales para DC es una herramienta util en

epidemiologia, considerando el papel del macroambiente sobre las condiciones de salud y
enfermedad. El conglomerado espacio temporal para las HLP en el afio 2017 que abarco los
municipios colindantes de Corralillo y de Quemado de Gliines y el que abarcé a los municipios

de Quemado de Giiines, Santo Domingo y Sagua la Grande para los DTN en el afio 2018, son
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referentes de esta observacion. La labor econdmica fundamental de estos municipios y sus
condiciones de ambientes vulnerables propician analisis particulares, como los derivados de las
industrias quimicas existentes en el municipio de Sagua la Grande y la labor agricola
fundamental en los demas municipios.

Dentro del conglomerado de DTN identificado en el presente estudio predominan los casos con
EB (71,43%), excepto en Sagua la Grande, donde la totalidad de los casos observados fueron
de anencefalia. Es este un municipio donde, ademas de la actividad agricola, tienen un gran
peso la industria de productos quimicos, fundamentalmente de cloro y de sosa caustica.
Resulta oportuno sefialar que de los municipios incluidos en el conglomerado espacio temporal
de DTN el Gnico municipo que estuvo incluido en el programa preventivo para incentivar el
uso preconcepcional de AF en las mujeres de edad reproductiva que se implementd a mediados
del afio 2015 en la provincia de Villa Clara fue Santo Domingo, pero en la medida que se
avanzoé en la investigacion se incluyeron los municipios de Sagua la Grande y Quemado de
Guines. (133)

En la variacion espacial de las HLP estan implicados ademas de factores genéticos, diferentes
factores econdmicos y socioculturales; asi, por ejemplo, dentro del propio continente africano
se advierten variaciones en la frecuencia de estos DC, con tasas que oscilan desde 0.5/1000 en
Ghana y en Nigeria 0.7/1000 en Malawi, 1.4/1000 en Etiopia, hasta 1.65/1000 en Kenia. (155
ase) Evidencia que es sustentada por un reciente estudio de meta-analisis, donde se observo
que la prevalencia al nacer de las HLP en paises de bajos y medianos ingresos fue de 1.38/1000.
(130)

Se describe también una variacion espacio-temporal en los DTN, debido a factores ambientales
directos e indirectos. Entre los factores directos se mencionan la temperatura ambiental, que
podria inducir a hipertermia durante el periodo critico del desarrollo y entre los factores
indirectos, la exposicion a agentes infecciosos, quimicos usados en la agricultura y los factores
nutricionales, como la dieta. Janitz (is7) identificd un cluster de DTN en el oeste de Oklahoma,
en EUA. Aungue se desconocen las causas, los investigadores plantean que en esta regién
predomina la poblacion hispana y que en este grupo étnico se han constatado las
concentraciones mas bajas de AF y las frecuencias mas elevadas de DTN en los EUA.

Otros investigadores informan conglomerados espaciales de DTN, por ejemplo, en Argentina,
a pesar de gue en este pais se realiza la fortificacion obligatoria de la harina de trigo con AF,

en la ciudad de Buenos Aires se identifico un conglomerado espacial de anencefalia. Aunque
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esta ciudad es la Unica del pais donde es legalmente permitido el aborto ante el DPN de
anencefalia, por lo que los autores plantean que es probable que algunos casos con este DC
procedan de otras regiones del pais. (1ss)

Se describe una variacion espacial en las tasas de prevalencia de GS, con conglomerados
espaciales en zonas particulares o areas geograficamente cercanas, se ha sugerido un posible
factor etiolégico agroquimico. (s

En el presente estudio no se identificaron conglomerados significativos de elevada frecuencia
de este DC, no obstante, en el municipio montafioso de Manicaragua, se constaté un RR=3.00
para la aparicion de este DC, por lo que se precisan estudios ecol6gicos que puedan valorar la
accion de este potencial mecanismo etiopatogénico.

Del mismo modo, en los municipios de Corralillo y Quemado de Guiines se acuso riesgo para
las CCCT, pero no pudo demostrarse la existencia de conglomerados, hallazgos similares a los
de los municipios de Manicaragua, Santa Clara y Placetas que, de conjunto, constituyen un area
con mayor probabilidad de aparicion de SD, pero sin significacion estadistica asociada. Se ha
planteado que la demostracion de conglomerados, resulta dificil desde el punto de vista
epidemioldgico y estadistico y, una vez identificados implican dificultades para establecer una
asociacion entre éstos y los factores relacionados con cada area geografica. (s

2.5.3 Factores de riesgo asociados a los defectos congénitos folato-sensibles identificados

en el analisis bivariado y multivariado

2.5.3.1 Factores de riesgo maternos asociados a las CCCT en la descendencia
La diabetes pregestacional y la hipertension arterial (HTA) crénica como las enfermedades

cronicas no transmisibles que con mayor frecuencia se asociaron a las CCCT, coincide con lo
observado en la provincia de Cienfuegos, donde las CC fueron los DC que con mayor
frecuencia se observaron en la descendencia de las madres con diabetes pregestacional (50%
de los casos con DC), mientras que en Arabia Saudita la frecuencia de CC entre los hijos de
madres diabéticas fue de 11,82%. (159) (160)

Durante el primer trimestre el feto no es capaz de secretar insulina, lo que resulta en
hiperglucemia fetal ante la presencia de relativa resistencia materna a la insulina. Modelos
animales en roedores y embriones de pollo muestran que elevados niveles de glucosa exdgena
originan una variedad de DC. (102) Un inadecuado control metabolico en mujeres con diabetes
mellitus (DM) se ha asociado a un incremento del riesgo de CC en la descendencia, con mayor

frecuencia en los casos con DM tipo 1. (160) (161) (162) (163)
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Varias investigaciones describen asociacion entre la presencia de sindrome metabolico en las
mujeres y la aparicion de CC en su descendencia. (102) (164)

Navarro (100) €n su estudio de las CC en Villa Clara encontr6 que la DM y la HTA se asociaron
significativamente a las CC con OR de 6,32 y 3,57, respectivamente.

La HTA pregestacional se asocia con un incremento del riesgo para varios tipos de DC,
incluyendo las CC. (1e5) (166) (167) El hecho de que esta asociacion parece ser independiente de los
medicamentos antihipertensivos consumidos, parece indicar que la HTA materna, per se, tiene
un impacto negativo en el desarrollo embrionario, lo que pudiera estar relacionado con una
afectacion en el flujo sanguineo o porque la HTA y algunos DC comparten factores de riesgo
genético comunes, por ejemplo, genes con efectos pleiotropicos. (ies)

Por su parte, la identificacion de la anemia materna como un factor de riesgo coincide con lo
constatado en el estudio clinico, epidemioldgico y etiopatogénico de las CC realizado en Villa
Clara entre los afios 2000 y 2008. (100) Se plantea que la aparicion de DC en la descendencia de
madres anémicas podria ser consecuencia de una hipoxia embrionaria durante el periodo critico
de morfogénesis. (168) (169)

El efecto de la anemia por déficit de hierro como agente teratogénico fue estudiado en modelos
murinos y se observo que la deficiencia materna de hierro origina una disminucion de las
células anteriores del segundo campo cardiaco, debido a una variedad de procesos como la
disrupcion de la proliferacion o inhibicion de la migracién; los que a nivel molecular resultan
de la activacion de la via de sefializacion del acido retinoico que se une a sus receptores
intracelulares, altera la expresion de varios genes “secuencia abajo” involucrados en el proceso
de morfogénesis y la diferenciacion de los cardiomiocitos del tracto de salida del corazon. (27)
(106) (161)

La obesidad durante el embarazo estd asociada a diferentes efectos adversos, incluyendo un
aumento del riesgo de DC en la descendencia, como las CC y los DTN. 170y Segun reportes de
la OMS; alrededor del 15% de las mujeres en edad reproductiva son obesas y un 40% tienen
sobrepeso. (171

Liu (170 en un meta-analisis que incluyd 90 estudios de casos y controles encontrd que,
comparado con las madres normopeso, el riesgo para CC en la descendencia fue de 1,08 (95%
IC: 1,03- 1,13) en las madres con sobrepeso y 1,23 (95% IC: 1,17- 1,29) en las obesas.
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2.5.3.2 Factores de riesgo maternos asociados a los DTN en la descendencia
El hallazgo de la diabetes pregestacional y la epilepsia asociados a las madres con descendencia

con DTN coincide con lo descrito en la literatura. (172) (173) (174)

El porcentaje de diabéticas entre las madres de los casos con DTN identificadas en el presente
estudio, resultd superior a la observada en las madres de casos con DTN en Egipto (4,40%).
a72) El inadecuado control metabolico en el embarazo se relaciona con el incremento de la
frecuencia de diversos DC, entre ellos los DTN. Mdltiples factores no glucémicos influyen en
la teratogénesis, como la interaccion entre citoquinas y el genotipo fetal y la glucosa. 173 La
prevalencia promedio de los DC relacionados con la DM materna entre los afios 2001 y 2016
en el Estado Norteamericano de Utah, fue de 1,1 por 100 000 nacimientos. (174)

Los diferentes medicamentos antiepilépticos pueden originar un amplio rango de DC, aquellos
gue son antagonistas del AF, como la fenitoina, fenobarbital, carbamazepina y primidona;
incrementan el riesgo para los DTN y otros DC sensibles a la deficiencia materna de AF. (175
@76) Todos con riesgo teratogénico moderado (categoria C) o alto (categoria D). (177) Un estudio
prospectivo para ver la relacion entre las diferentes dosis de las drogas antiepilépticas y su
efecto teratogénico, que incluyd a 7355 embarazadas epilépticas de 42 paises, informa que la
mayor tasa de DC se observo en la carbamazepina, (5,5%) (17sy medicamento éste que con mayor
frecuencia se identificdé en el presente estudio que consumian las madres epilépticas
villaclarefias.

La identificacion del consumo materno de antibidticos como un factor de riesgo para la
aparicion de DC folato-sensibles en la descendencia, particularmente CCCT y DTN, esta a tono
con lo referido en la literatura cientifica, donde se plantea que el consumo de estos
medicamentos constituye un factor de riesgo para la aparicion de DTN y otros DC folato-
sensibles, como resultado de una disminucion de la microflora intestinal que interviene en la
absorcion y metabolismo de los poliglutamatos, la forma natural del folato. (23)

Los resultados observados en el presente estudio en relacion al incremento del riesgo de DC en
las madres que refirieron exposicion a fuentes de calor o fiebre durante el primer trimestre
coincide con lo referido en la literatura, respecto a que la hipertermia constituye un factor
teratogénico en una variedad de especies de animales, al interferir con la sintesis de proteinas;
lo que puede conllevar a la muerte celular, disrupcion vascular e infartos placentarios. (179

La hipertermia como factor de riesgo para los DTN en humanos ha sido referida por otros

investigadores. (30) (180) (181) En estudio realizado en EUA se constatd que, la presencia de gripe
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o influenza que cursé con fiebre, se asocio significativamente con ocho tipos de DC, entre ellos
los DTN. (180

2.5.3.3 Factores de riesgo maternos asociados a las HLP en la descendencia
La identificacion del consumo de medicamentos no habituales, como analgésicos y

antinflamatorios; sedantes y sicotropicos como riesgo para las HLP coincide con un estudio de
casos y controles realizado en Hungria en el afio 2020, donde se incluyeron 751 casos con HLP,
y se encontrd asociacion entre la presencia de sindrome de dolor neuro musculo-esquelético en
las madres y la presencia de HLP y los autores atribuyeron el hecho al efecto teratogénico de
los analgésicos y antinflamatorios consumidos para aliviar los sintomas. (1s2)

Todos los medicamentos de los grupos farmacoldgicos de sedantes y sicotropicos, tienen un
alto riesgo teratogénico (categorias D y X). 77y Estudios en animales han demostrado un
mecanismo mediante el cual la alteracién en los niveles de serotonina inducido por las drogas
inhibidoras de su recaptacion y algunos antidepresivos triciclicos, como la amitriptilina, pueden
impactar en el proceso de morfogénesis y organogénesis. La serotonina resulta esencial durante
la organogénesis, asi un insulto que tenga el potencial de alterar el proceso de sefializacion de
la serotonina resulta en una variedad de DC, como las HLP. (183

La aparicion de las HLP asociadas a la exposicion pasiva al humo del cigarrillo, el consumo
deficiente de folatos y el sobrepeso u obesidad materna, los antecedentes familiares de HLP, el
sexo masculino y el embarazo en las edades extremas de la vida (menores de 20 y mayores de
35 afios) concuerdan con lo descrito por investigadores de diferentes regiones del mundo,
incluido Cuba. (33) (168) (184) (185) (186) (187)

Se ha reportado asociacion entre las HLP y el consumo materno de alcohol, (1e8) (185) (188) l0 que
no se corrobord en la presente investigacion, a tono con un reciente meta-analisis donde no se
constatd correlacion entre el consumo moderado de alcohol y el riesgo de HLP, aunque los
autores plantean que el riesgo potencial del consumo de bebidas alcohdlicas no debe ser
excluido, debido a la heterogeneidad en los niveles de consumo de las diferentes

investigaciones y la limitada muestra de casos de mujeres con elevado nivel de consumo. (1g9)

2.5.3.4 Factores de riesgo maternos asociados a la GS en la descendencia
La GS es uno de los pocos DC en que esta bien documentado el incremento de su prevalencia

a nivel mundial, especialmente en mujeres menores de 24 afios de edad, se reconoce que la
concepcidn en edades jovenes de la vida constituye uno de los factores de riesgo que con mayor

fuerza se asocia a la GS. (3s5) (148) (190) (191) (192) En la provincia de Villa Clara se constato que mas
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del 80% de las madres de los casos con GS tenian menos de 24 afios de edad, consistente con
lo planteado por otros investigadores, quienes refieren que aproximadamente entre el 70% al
80% de los casos con GS son hijos de madres menores de 25 afios. () (193)

La edad media de las madres en el presente estudio resulté analoga a la descrita en una
investigacion realizada en El Cairo entre los afios 2017 y 2018. (194) La mayor proporcion en la
frecuencia observada en las madres jovenes podria estar asociada con factores ambientales.
Estos factores pueden ser mas frecuentes en mujeres jovenes, como el consumo de bebidas
alcohdlicas y de drogas ilicitas, el habito de fumar y las infecciones del tracto genitourinario y
de transmision sexual. (193)

El hallazgo en el presente estudio de la sepsis urinaria asociada a las GS concuerda con otros
investigadores que describen las infecciones maternas y la sepsis urinaria como factores de
riesgo para la GS. ws) (67) (192) (193) En todos los casos se asocid a consumo de medicamentos.
La identificacion del consumo de medicamentos no habituales, como los analgésicos y
antinflamatorios y la presencia de GS coincide con lo observado por Anderson 14y quien
identificd a los antinflamatorios no esteroideos entre los medicamentos que se asociaron a la
presencia de este DC. Sin embargo; en el presente estudio no se constatd la asociacion
observada por este investigador con el consumo de drogas vasoconstrictoras; ni tampoco con

los antidepresivos, descrito por otros investigadores. (4s) (195)

2.5.3.5 Factores de riesgo maternos asociados a SD en la descendencia
En el presente estudio mas de la mitad de las madres de los casos con SD tenian AEM, aquellas

con 35 afios 0 mas tuvieron un alto riesgo de tener descendencia con esta aneuploidia. Este
hallazgo respalda la reconocida asociacion entre la AEM y el incremento del riesgo de
aneuploidias cromosomicas. (zs) (49)

El riesgo asociado a la AEM identificado en el presente estudio resulta superior al observado
por Elmerdahl (196) en un estudio de cohorte realizado en Dinamarca. [OR 7,44 (95% IC 5,93—
9,34)], quien constatd el mayor riesgo en las madres con 40 afios 0 mas.

En China el riesgo para SD se incrementa significativamente de menos de 3 por 1000 en las
edades maternas menores de 35 afios a 28 por 1000 a la edad de 45 afos. (197

El cambio global en los estilos de vida en los ultimos 50 afios con una clara tendencia a
posponer la planificacion familiar y el embarazo, unido a la extensidon en los servicios de
fertilidad a nivel mundial, ha resultado en un incremento del nimero de gestantes con AEM.

(196) (197) (198) (199)
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La edad media de las madres de los casos con SD en el presente estudio (aproximadamente 34
afios) resulto superior a la observada en Costa Rica [32,2 (95% IC:31,47- 32,92), DS: 1,60].
@32) La edad materna por encima de los 35 afios en el momento de la concepcion constituye en
factor de riesgo establecido para el SD, sin embargo; el gran nimero de casos en madres jovenes
sugiere que otros factores de riesgo pudieran estar involucrados en la predisposicion de las
madres jovenes a tener hijos con SD. () (68)

Cuando se analiza la distribucién de frecuencia de SD segun las edades maternas, se obtiene
una curva de distribucion bimodal, con un pico temprano en los grupos de edades de menores
de 30 afios, que coincide con el mayor nimero de nacimientos en este grupo etario y no por
una posible mayor incidencia y un segundo pico en el grupo de madres mayores de 35 afios,
que se corresponde con el riesgo atribuible a la AEM. (37) (53

En un estudio previo realizado en Villa Clara entre los afios 1986-2000, Herrera Martinez (s3)
constatd que el comportamiento de la prevalencia de SD en las edades maternas hasta los 30
afios mostré una lenta progresion y a partir de esta edad se produjo un incremento exponencial
de ésta. En el presente estudio la edad paterna no constituyd un factor de riesgo para esta
aberracion cromosomica, a diferencia de lo descrito por otros investigadores, (s3) (199)

El riesgo de DC sensibles a la deficiencia materna de AF asociado a la avanzada edad materna
se explica porque a medida que aumenta la edad materna, se incrementa la desmetilacion pasiva
del ADN en el pronucleo femenino y la pérdida de eficacia de las enzimas metiltransferasas de
las histonas, lo que resulta en hipometilacion del ADN. (16) (24)

Las mujeres con consumo deficiente de folatos y las que no tomaron suplemento
preconcepcional de AF tuvieron cuatro veces mas posibilidades de tener descendencia afectada
por SD que aquellas que lo consumieron. La deficiencia de AF puede alterar los niveles de
metilacion de la region pericentromérica requeridos para su union con los microtdbulos del
huso acromatico, y favorecer asi la no disyuncién cromosomica durante la meiosis y, de esta
forma, actia como un factor de riesgo para la aparicion del SD. (a9) (200)

A pesar de que la mayoria de la literatura referida a los factores de riesgo para SD se centra en
la AEM, los agentes que inducen errores en la recombinacion meidtica y la deficiencia de AF
(por consumo deficiente de folatos o por polimorfismos génicos) se han investigado otros
factores de riesgo potenciales, como uso de tabletas anticonceptivas, la obesidad materna,
habito de fumar y exposicion a rayos X, 200 hinguno de estos Ultimos identificados en el

presente estudio.
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Entre los medicamentos identificados que consumieron con mayor frecuencia las madres de los
casos con SD estuvieron los sedantes y psicofarmacos. Se conoce que diferentes compuestos
quimicos ambientales y drogas tienen potencial aneugénico. (200) (201) (202)

Muiltiples laboratorios de la Unidn Europea que han investigado la induccion de la aneuploidia
por quimicos ambientales, demostraron que diversos quimicos aneugénicos interactian con una
variedad de procesos celulares diana produciendo alteraciones en la segregacion cromosémica.
Entre los medicamentos que estudiaron se encuentran sedantes y psicofarmacos como el hidrato
de cloral y el diazepam, capaces de generar aneuploidia por inhibicion de la formacion del huso
acromatico y por modificaciones en el funcionamiento de los centriolos, respectivamente. 202
Desde el afio 2005 la OMS recomendd que las mujeres deben esperar un minimo de 24 meses
entre una gestacion y la concepcion del préximo hijo, para reducir el riesgo de resultados
adversos, tanto maternos como neonatales. Cuando un embarazo es concebido dentro de un
periodo intergenésico corto, la reserva de micronutrientes no estd completamente
restaurada después del embarazo previo, lo cual puede producir un sindrome de deplecién
materna y conllevar a consecuencias maternas, fetales y perinatales.

Principalmente, son las reservas de AF las que se ven implicadas, ya que durante el embarazo
existe una movilizacién de las reservas maternas hacia el feto; con concentraciones que
comienzan a reducirse desde la semana 20 de gestacion hasta las primeras semanas post-parto,

lo cual se ha visto reflejado en niveles bajos de AF y altos de Hcis. (203)

2.5.3.6 Variables de riesgo incluidas en el analisis multivariado
Las variables introducidas en la ecuacion de regresion logistica para el conjunto de los DC, por

resultar significativas en el analisis bivariado del conjunto de DC, con la excepcion del
polihidramnios que fue incluida por consistencia en la literatura, (26) (101) resultaron todas
significativas en el analisis multivariado.

Por otra parte, los antecedentes personales de enfermedades cronicas, el consumo deficiente de
folatos y el sobrepeso u obesidad materna, coinciden con las variables que resultaron
significativamente asociadas a las CCCT, los DTN y las HLP en el analisis bivariado. De igual
forma que en el analisis multivariado; la AEM se identificO como un factor de riesgo para las
CCCT, los DTN, las HLP y el SD, mientras que las madres adolescentes lo fueron para las HLP
y la GS, factores de riesgos estos discutidos en detalle con anterioridad.

Por su parte, el no consumo preconcepcional de AF se asocio significativamente en el analisis

bivariado de las CCCT, los DTN y el SD. Factor de riesgo con una gran evidencia
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epidemioldgica en la literatura, que lo sustenta como un factor de riesgo para los DC folato-
sensibles, como fue discutido en el acapite previo.
Los niveles elevados de Alfa fetoptoteina (AFP) y el polihidramnios constituyen importantes
marcadores bioquimicos y ultasonogréficos, respectivamente, de riesgo materno fetal; los que
se relacionan con la presencia de diferentes DC. Los niveles séricos maternos de AFP se elevan
en casos de DTN (anencefalia, raquisquisis) y defectos de la pared anterior del abdomen, como
la GS, asi como otros defectos como el higroma quistico, hidrops fetalis, entre otras.
Constituye, ademas, un predictor del bienestar fetal, al relacionarse con el bajo peso al nacer y
la placenta previa, enre otros. (2 (92)
El polihidramnios se asocia también a complicaciones materno-fetales. Entre sus causas se
describen los DC fetales, como la obstruccidn del tracto gastrointestinal y los defectos del SNC,
como los DTN. EI polihidramnios se asocia a complicaciones obstétricas, entre los que se
encuentran el parto pretérmino, desprendimiento prematuro de membranas, desprendimiento
placentario, entre otros. (101
El porcentaje de clasificacion correcta alcanzado por el modelo de regresion logistica puede ser
considerado como elevado, ya que éstos son considerados aceptables si predicen de forma
correcta al menos el 75% de los casos. (204)
Entre las variables introducidas al modelo por resultar significativas en el analisis bivariado y
que no quedaron incluidas en la ecuacidn de regresion se encuentran los antecedentes de DC,
la historia de abortos o muertes fetales y los antecedentes familiares de primer grado con algin
tipo de DC, todas factores de riesgo genético, con suficiente credibilidad biolégica. (1) Su no
inclusién en la ecuacion pudiera estar en relacion con el hecho de que la exposicion a factores
ambientales tuvo una frecuencia mucho mayor en las madres estudiadas.
De la misma manera, el consumo de cigarrillos, el bajo peso materno, la fiebre en el embarazo
y el consumo de antagonistas del AF, todos FR ambientales o nutricionales detectados por el
estudio bivariado, no quedaron incluidas en la ecuacion de regresion logistica. En estas
variables, el autor considera que el pequefio niUmero de madres expuestas a uno o varios de
estos factores de riesgo, pudiera explicar su no inclusion en la ecuacion.
2.6 Conclusiones parciales
1. Existen conglomerados espacio-temporales primarios para determinados defectos congénitos
folato-sensibles en Villa Clara, que permiten identificar regiones de mayor riesgo

poblacional, novedosos en el contexto de los DC sensibles a la deficiencia materna de AF.
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2. La avanzada edad materna, los niveles elevados de Alfafeto proteina, el polihidramnios, el
periodo intergenésico corto, las madres adolescentes y el sobrepeso materno son los factores
que se asocian con mayor riesgo a los DC folato-sensibles en la descendencia en el analisis
multivariado, donde el porcentaje de clasificacion correcta alcanzado por el modelo, puede
considerarse elevado.

3. En el conjunto de defectos congénitos sensibles a la deficiencia materna de acido félico una
cifra importante de los factores de riesgo coincide con los encontrados para los tipos
especificos de defectos congénitos, a la vez que existen especificidades que denotan

peculiaridades del desarrollo ontogénico y los mecanismos implicados.
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TABLAS Y FIGURAS DEL CAPITULO 2

Tabla 1. Distribucion temporal de la prevalencia ajustada segun afio y tipo de defecto congénito
folato sensible. Villa Clara 2013 — 2018.

Afos | CCCT DTN HLP GS SD Total

N PA N | PA N PA N | PA N | PA N | PA
2013 |12 | 150 |14 |175 |6 0,75 9 113 |14 |1)75 55 | 6,89
2014 | 16 | 2,02 6 0,76 |6 0,76 3 (038 |12 |1,52 43 1545
2015 | 15 | 1,90 6 (0,76 |7 0,88 4 1050 |13 |1,64 45 | 5,67
2016 | 16 | 2,16 5 (067 |8 1,08 7 1094 |10 |1,35 46 | 6,21
2017 8 (1,08 |13 1,77 |7 0,95 3 041 7 1095 38 | 516
2018 |13 | 1,71 |15 |199 |2 0,27 5 |0,66 5 | 0,66 40 | 5,31
Total | 80 |173 |59 |128 |36 |0,78 31 (067 |61 |132 |267 |579
IC PA | 1,09-2,03 0,67-1,99 0,27-1,08 0,38-1,13 0,66-1,75 5,16- 6,89

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis,
SD: sindrome Down, IC PA: Intervalo de confianza de la prevalencia ajustada. PA: prevalencia ajustada por 1000 nacimientos.
Fuente: RECUMAC, RECUPREMAC y base de datos de la investigacion.
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Figura 1. Conglomerado primario espacio-temporal de hendiduras labiopalatinas en el afio
2017.

Fuente: Anexo 7
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Figura 2. Conglomerado primario espacio-temporal de defectos del tubo neural en el afio 2018.

Fuente: Anexo 7



Tabla 2. Factores de riesgos asociados al conjunto de defectos congénitos folato-sensibles. Villa

Clara 2013 — 2018.

X2 de Pearson o Vde
Casos Controles  TE Fisher Cramer
(n=212)  (n=106) OR
Factores de rigsgo N % N % Valor Sign. Valor Clal95% Valor
Consumo medicamentos no habituales 122 57,50 23 21,70 36,61 0,000 489 286-836 0,34
Enfermedades crénicas en el embarazo 83 39,20 12 11,30 26,13 0,000 504 260-976 0,29
Periodo intergenésico corto 98 46,20 19 17,90 2434 0000 394 224-693 0,28
No consumo preconcepcional de AF 176 83,30 61 57,50 24,15 0,000 3,61 213-6,10 0,28
Avanzada edad materna 39 18,40 1 0,90 0,000 2367 320-1749 0,25
Consumo insuficiente de folatos 156 73,60 55 51,90 1490 0,000 258 159-421 0,22
Niveles elevados de AFP 29 13,70 2 1,90 0,001 824 193-3523 0,19
Sobrepeso u obesidad materna 47 22,22 8 750 10556 0,001 349 158-7,69 0,18
Antecedentes de abortos o muertes fetales 31 14,60 3 2,80 0,001 588 175-1971 0,18
Madre adolescente 47 22,22 8 750 10,56 0,001 3,49 1,58 -7,69 0,18
Antecedentes de consumo de tabletas AC 94 25,50 11 10,40 9,91 0002 29 147-592 0,18
Consumo antagonistas del AF 23 18,80 2 1,90 0,006 633 146-27,37 0,16
APF de DC 28 13,20 5 470 548 0,019 3,07 115-821 0,13
Bajo peso materno 19 9,00 2 1,90 0,017 912 117-2241 0,113
Consumo de cigarrillos en el embarazo 23 10,80 4 3,80 0033 310 105-922 0,12
Familiares de | Grado con algun tipo de DC 12 5,70 10,90 0036 630 081-49,12 0,11

AF: acido folico, AFP: Alfafeto proteina, APF: antecedentes familiares, DC: defectos congénitos. Fuente: Base de datos de

la investigacion.



Tabla 3. Factores de riesgo asociados a las cardiopatias congénitas conotroncales. Villa Clara
2013 — 2018.

X2 Pearson o

Casos Controles  TE Fisher Vde

(n=58) (n=106) OR Cramer
Factores de riesgo CCCT N % N % Valor p Valor Clal95%  Valor
Enfermedades cronicas en el embarazo 33 5690 12 11,30 39,10 000 964 436-2131 047
APP de Diabetes pregestacional 6 10,30 0 0,00 0,00 0,26
APP de Hipertension arterial 7 12,10 10,90 000 1441 172-12027 025
Consumo medicamentos no habituales 39 6720 24 2260 3152 000 701 344-1430 044
Consumo de antibiéticos 13 22,40 6 570 10,27 0,00 482 172-1348 0,25
Consumo de analgésicos y antiinflamatorios 9 1550 5470 560 004 371 118-1166 0,19
Consumo de esteroides 6 10,30 2 1,90 0,02 6,00 117-30,76 0,19
Periodo intergenésico corto 30 51,70 19 17,90 2044 0,00 491 240-10,03 0,35
Consumo deficiente de folatos 50 86,20 61 57,50 14,08 0,00 4,61 199-1068 0,29
Sobrepeso u obesidad materna 18 31,00 9 850 13,85 0,02 4,85 2,01-11,70 0,29
Antecedentes de anemia en el embarazo 10 7,20 2 1,90 000 1083 229-51,36 0,28
Avanzada edad materna 7 12,10 11,90 000 1441 173-1203 0725
APF de DC por via paterna 7 12,10 2 190 0,01 714  143-3559 0,21
Familiares de | Grado con algin tipo de DC 5 860 1090 002 991 113-869% 0,20
Antecedentes de abortos o muertes fetales 7 12,10 3 2,80 004 471 117-1899 0,20
Consumo de cigarrillos en el embarazo 8 13,80 4 3,80 003 408 117-1419 0,19
APF de cardiopatias congénitas 7 12,10 3280 004 470 117-1899 0,18
Antecedentes de consumo de tabletas AC 14 2410 11 1040 549 002 275 116-654 0,18
No consumo preconcepcional de AF 47 8100 70 66,00 4,12 004 220 102-475 0,16

APP: antecedentes patologicos personales, DC: defectos congénitos, APF: antecedentes patoldgicos familiares, Tabletas AC:
abletas anticonceptivas. AF: acido folico. Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 4. Factores de riesgo asociados a los defectos del tubo neural. Villa Clara 2013 — 2018.

X2 Pearson Vde
Casos Controles o TE Fisher Cramer
(n=46) (n=106) OR

Factores de riesgo DTN N % N % Valor p Valor CI195 %
APP de enfermedades cronicas 22 47,80 12 11,30 24,62 0,00 718 3,12-6,53 040
Diabetes pregestacional 3 6,50 0 0,00 0,00 0,26
Epilepsia 4 8,70 10,90 003 10,00 1,09-92,10 020
Exposicion a fuentes de calor 11 23,90 3 2,80 0,00 10,79 2.85-40,92 0,34
Consumo de medicamentos no habituales 26 56,50 23 21,70 17,81 000 469 223-987 032
Consumo de antibiéticos 14 30,40 6 570 17,23 000 729 259-2055 034
Consumo de sedantes y sicotropicos 4 8,70 10,90 002 10,00 1,09-92,10 020
Consumo antagonistas del AF 10 21,70 2 1,9 000 1445 3,02-69,07 034
Consumo de tabletas AC 18 39,10 11 1040 17,18 000 555 235-1313 0,34
Sobrepeso u obesidad materna 16 34,80 9 850 16,14 000 575 231-1433 033
Presencia de polihidramnios 8 17,40 1 0,00 2211 268-1827 0,32
APP enfermedades agudas en el embarazo 17 37,00 13 12,30 12,35 000 419 182-965 029
Fiebre en el embarazo 9 19,60 3 280 000 835 214-3253 0,29
Exposicion a productos quimicos 13 28,30 8 750 11,56 000 483 184-1268 028
Niveles elevados de AFP 8 17,40 3280 000 723 182-2868 029
APP de abortos o muertes fetales 8 17,40 3 280 000 723 182-2868 0,26
Avanzada edad materna 5 10,90 11,90 0,01 12,81 145-112,9 0,23
No consumo preconcepcional de AF 38 82,60 70 66,00 428 004 244 103-578 017
Consumo deficiente de folatos 32 69,60 55 51,90 4,10 004 212 102-442 0,16

AF: acido folico, APP: antecedentes patoldgicos personales, Tabletas AC: tabletas anticonceptivas.

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 5. Factores de riesgo asociados a las hendiduras labiopalatinas. Villa Clara 2013 — 2018.

X2 Pearson o Vde

Casos Controles  TE Fisher Cramer

(n=34) (n=106) OR
Factores de riesgo HLP N % N % Valor p Valor 1C 95 %
Consumo de medicamentos no habituales 22 64,70 23 21,70 21,83 000 662 285-1535 0,40
Consumo de analgésicos y antiinflamatorios 10 29,40 5 470 000 842 263-291 0,34
Consumo de sedantes y sicotrépicos 4 11,80 1090 000 1400 151-130,001 0,25
APF de hendiduras labio-palatinas 6 17,60 109 1512 000 2250 1,60-19464 0,33
APF de DC 9 26,50 5 470 1354 000 727 224-231 0,31
APF de DC por linea paterna 6 17,60 2 1,90 000 11,14 213-5824 0,29
Fumadora pasiva en el embarazo 7 20,60 4 3,80 0,00 661 180-2425 0027
Periodo intergenésico corto 15 44,10 19 1790 961 001 362 156-8,37 0,26
Gestantes menores de 20 afios 9 26,50 8 750 864 000 441 155-1259 025
Consumo deficiente de folatos 27 79,90 55 51,90 804 001 358 143-893 0,24
APP de enfermedades cronicas 12 35,50 16 15,10 6,57 001 307 127-741 0,22
Epilepsia 3 8,80 1 0,90
APF de DC en familiares de | Grado 3 880 1090 0,04 10,16 1,02-101,18 0,20
Avanzada edad materna 3 880 10,90 0,04 10,16 102-101,18 0,20
Sobrepeso u obesidad materna 8 23,50 9 850 546 003 332 117-940 0,20

DC: defectos congénitos, APP: antecedentes patolégicos personales, APF: antecedentes patoldgicos familiares.

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 6. Factores de riesgo asociados a la gastrosquisis. Villa Clara 2013 — 2018.

X2 Pearson
oTE Vde

Casos Controles Fisher Cramer

(n=30)  (n=106) OR
Factores de riesgo GS N % N % Valor p Valor  1C95 % Sig.
Niveles elevados de AFP 16 5330 3 280 0,00 3924  4014-15191 0,36
Enfermedades agudas en la gestacion 21 7000 13 1230 4157 000 1669 631-4416 055
Sepsis urinaria 7 23,30 2 1,90 0,00 15,83 3,09 - 81 ,19 0,36
Sindrome de sepsis vaginal 7 23,30 6 5,70 8,45 0,00 5,07 1,56 - 16,52 0,25
Edad materna menor de 20 afios 16 53,30 8 7,50 33,73 0,00 14,00 5,07 -38,70 0,50
Estado nutricional bajo peso 8 26,70 2 1,90 000 1891 376-9250 0,39
Consumo de tabletas anticonceptivas 14 4670 11 1040 2052 000 756  292-1996 0,39
Ingestion de bebidas alcohdlicas 10 33,30 5 4,70 000 10,10 312-3273 0,38
Consumo de cigarrillos en el embarazo 9 30,00 4 380 1860 0,00 1093 308-3884 037
Consumo de medicamentos no habituales 19 6330 23 2170 1899 000 623  260-1495 0,37
Consumo de analgésicos y antinflamatorios ~ 6 20,00 5 4,70 001 505 142-1794 023
Amenaza de aborto 8 26,70 3 280 0,00 12,49 3,07 - 50,86 0,37
Fumadora pasiva en el embarazo 8 26,70 3 280 000 1249 3,07-5086 0,36
Exposicion a productos quimicos 11 36,70 8 750 1650 000 709  252-1996 035
Nuliparidad 22 73,30 39 3680 12,62 0,00 4,72 1,92 -1,62 0,31
Periodo intergenésico corto 14 46,70 19 17,90 10,51 0,00 4,01 1,68 — 9,59 0,29

AFP: Alfafeto proteina. Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 7. Factores de riesgo asociados al sindrome Down. Villa Clara 2013 — 2018.

Casos Controles X2 Pearsono TE Vde

(n=44) (n=106) Fisher OR Cramer
Factores de riesgo SD N % N % Valor p Valor 1C95 %
Avanzada edad materna 24 5450 1 0,90 0,00 126,00 16,11-985,37 0,66
Antecedentes de abortos 0 muertes fetales 13 29,50 3 2,80 000 1440 385-5379 0,37
Periodo intergenésico corto 24 54,50 19 17,90 20,39 0,00 5,50 2,53-11,92 0,37
Consumo medicamentos no habituales 25 5680 23 21,70 17,63 000 475  223-10,10 0,34
Consumo de sedantes y sicotropicos 8 18,20 10,90 000 2333 282-19305 0,33
Consumo de antihistaminicos 8 18,20 2 1,90 000 1156 234-599 0,30
No consumo preconcepcional de AF 39 8860 70 6600 799 001 401 1,46 -11,06 0,23
Niveles bajos de AFP 11 25,00 9 850 7,33 0,02 3,59 1,37-9,43 0,22
Consumo deficiente de folatos 31 7050 55 51,90 438 004 221 1,04 -4,69 0,17

AF: acido folico, AFP: Alfafeto proteina. Fuente: Base de datos de la investigacion.

Tabla 8. Edades medias de las madres de casos con defectos congénitos folato-sensibles y

controles. Villa Clara 2013 — 2018.

Tipo DC Edad Rango Prueba T
media DS Minimo Méximo Valor Sig.

CCCT 26,19 6,95 15 52 -0,656 0,100
DTN 26,91 5,86 15 38 -0,818 0,414
HLP 25,82 5,70 17 39 -1,912 0,058
GS 21,37 3,65 16 31 -7,063 0,000
SD 33,52 7,60 18 45 5,879 0,000
Conjunto DC 27,13 7,18 15 52 -0,687 0,493
Controles 27,65 4,48 18 37

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas,
GS: gastrosquisis, SD: sindrome Down. Fuente: Base de datos de la investigacion.



CAPITULO 3 ESTUDIO DE LA SEGMENTACION NEUTROFILICA,
NIVELES SERICOS DE OLIGOELEMENTOS Y HOMOCISTEINA EN
MADRES CON DESCENDENCIA AFECTADA POR DEFECTOS
CONGENITOS FOLATO-SENSIBLES.

3.1 Introducciéon
Existen bioelementos que, aunque en cantidades muy pequefias en el organismo, son nutrientes

esenciales. Conocidos como oligoelementos o micronutrientes, realizan funciones
indispensables para el mantenimiento de la vida, el crecimiento y desarrollo embrionario y en
la regulacion epigenética del programa de desarrollo embrionario, por lo que su deficiencia,
ademas de importantes consecuencias hematologicas, se relacionan con la apariciéon de

diferentes DC de elevada frecuencia en humanos. (1

3.2 Objetivos
En este capitulo, para dar salida al tercer objetivo de la investigacion, referido a determinar la

asociacion entre variables epigenéticas reflejo de deficiencias nutricionales en madres con hijos
con DC folato-sensibles; se plantearon como objetivos, identificar la presencia de
hipersegmentacion neutrofilica en dichas madres y determinar si las concentraciones maternas
de algunos oligoelementos y homocisteina constituyen factores de riesgo bioldgicos en la

aparicion de estos DC en la descendencia.

3.3 Material y Métodos

3.3.1 Definicion de la muestra de estudio
Para los andlisis de la segmentacion neutrofilica y la determinacion de los niveles séricos de
oligoelementos la muestra de 318 madres se dividio en 106 madres de casos incidentes e igual
cantidad de madres de casos prevalentes y de controles. De igual forma, para el analisis de las
concentraciones homocisteina se consideraron estos mismos tres grupos para la muestra de 100

madres estudiadas, como se muestra en el diagrama de la investigacion. (Anexo 1).

3.3.2 Métodos de recoleccion del dato primario para el estudio de variables analiticas
Los resultados de todas las determinaciones analiticas también se plasmaron en el cuestionario

confeccionado y en la base de datos creada al efecto, ya referida en el capitulo 2.
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3.3.3 Obtencion de las muestras de estudio de parametros analiticos

A la totalidad de las 318 madres se les tomd una muestra de sangre capilar, previo
consentimiento informado. A las madres de los casos incidentes se les realizd la extraccion en
el momento en que se diagnostico el DC y como maximo tres meses posteriores.

A madres de los casos prevalentes se les realizo la extraccion segun se fueron incorporando al
estudio, pudiendo haber transcurrido entre uno y tres afios entre el momento en que se realizo el
diagnostico y se tomo la muestra. Este periodo de tiempo transcurrido fue utilizado como control
interno, en el cual el componente genético, dado por el mismo tipo de DC y otras variables no
modificables, permanecia constante y variaba el componente ambiental, dado por las
condiciones nutricionales de la mujer en el momento de la extraccion.

La variable periodo de tiempo transcurrido, fue controlada mediante el procesamiento de los
resultados segun afio en que se realiz6 el diagnostico. Ademas, los andlisis de estas variables se
realizaron por separado para casos incidentes y prevalentes y se compararon entre ellos.

A las madres de los controles se les realizd la extraccion segun se fueron incorporando al estudio

y se les realizo durante el primer mes después del parto, con un maximo de tres meses.

3.3.4 Estudio de la segmentacion nuclear de neutrofilos
Se realiz6 una extensidn sanguinea en dos ldminas portaobjetos, se fijaron con etanol y se tifieron

con Giemsa, para realizar un analisis morfoldgico de la celularidad de la serie blanca en frotis
en sangre periférica realizado con un microscopio 6ptico con lente de inmersion (100 x).

Se contd el numero de neutrofilos segmentados en 100 células y se determind la desviacion a la
derecha, por tener un nimero mayor de I6bulos en su nucleo que supera los siguientes valores
normales: a) 2 l6bulos 30-35%; b) 3 16bulos 40-50%; c) 4 I6bulos 15-20%; d) 5 16bulos 0,5-2%;
e) 6 I6bulos 0%. (205) (206)

De acuerdo a los hallazgos morfoldgicos del frotis sanguineo se conformaron tres grupos:
Grupo |: casos con segmentacion normal (hasta un 35% de neutréfilos con 2 I6bulos, hasta un
50% con 3 I6bulos, hasta un 20% con 4 lébulos, hasta un 2% con 5 l6bulos y no presencia de
segmentados con 6 l16bulos).

Grupo Il: casos con hipersegmentacion nuclear de neutréfilos con més de 2% con 5 l6bulos.
Grupo Il casos con hipersegmentacion con al menos un neutréfilo segmentado con 6 I6bulos.
(Anexo 1)
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El andlisis del frotis de sangre periférica se realizd a ciegas por el investigador (previo
entrenamiento en el Laboratorio de Hematologia Especial del Hospital Pediatrico José Luis
Miranda) en el Laboratorio de Epidemiologia Genética de la Unidad de Investigaciones
Biomédicas (UNIB) de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara y por una Licenciada
en Laboratorio Clinico con experiencia asistencial e investigativa. Todos los casos se
confirmaron en el Laboratorio de Hematologia Especial del Hospital Pediatrico Universitario
“José L. Miranda” de Villa Clara.

3.3.5 Determinacion de las concentraciones séricas de cinc, cobre, magnesio, hierro y calcio
A la totalidad de las 318 madres se les extrajo 10 ml de sangre venosa, tras ayuno nocturno de

mas de seis horas, de ellos cinco ml se almacenaron en tubos estériles que fueron colocados a
temperaturas entre 2 y 6°C inmediatamente después de la flebotomia hasta su centrifugacién a
3500 rpm, luego se transfirieron 500 ul de suero a tubos estériles de polipropileno los que se
conservaron a -20°C hasta su traslado al Laboratorio de Espectrofotometria de la Universidad
Central Marta Abreu de Las Villas para la determinacion sérica de cinco oligoelementos,
mediante la técnica de espectrofotometria de absorcion atémica. El traslado de las muestras
sanguineas se realizé en termos refrigerados.

Para la determinacion de los oligoelementos se utilizé una solucion de Tritén x-100 al 0,003%.
Para cada elemento se utiliz6 una curva patrdn; se realizaron tres lecturas por cada muestra y se
tomo la media de esos valores. El Zn fue medido a una longitud de onda (1) de 213,9 nandmetros
(nm), el Cu a 324,8 nm, el Ca a 422, 7 nm, el Mg a 285,2 nm y el Fe a 248,3 nm; segun los

procedimientos normalizados de operacion establecidos por la firma Pye Unicam. (so)

3.3.6 Determinacion de las concentraciones de Homocisteina
La totalidad de las 318 muestras sanguineas tomadas a las madres participantes en el estudio se

trasladaron a los laboratorios y una vez alli, el analista fue seleccionando a ciegas cada una de
las muestras, una vez que se definié que no se podian estudiar todas, hasta completar las 100
muestras factibles de estudiar.

Con el animo de garantizar la validez interna de los resultados las muestras fueron trasladadas a
los laboratorios de analisis separadas en tres grupos: casos incidentes, casos prevalentes y
controles, identificado cada grupo solo por una letra y cada muestra identificada con un nimero.

Este procedimiento garantizd dos aspectos que introdujeron un componente aleatorio en el
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muestreo, primero, la seleccién a ciegas, sin datos y sin conocimiento del analista y segundo,
que todas las muestras tuvieron la misma probabilidad de ser escogidas.

De las muestras sanguineas obtenidas se transfirieron 5 ml de sangre a tubos estériles de
polipropileno 200 uL. de EDTA como anticoagulante, el plasma fue separado por centrifugacion
a 35 000 rpm y almacenados a -20° C hasta su analisis en el Laboratorio de Bioquimica del
Centro Nacional de Genética Médica, mediante la técnica de Cromatografia liquida de alta
resolucion o en el laboratorio clinico del Hospital Gineco Obstétrico “Mariana Grajales”
mediante métodos colorimétricos. El intervalo de referencia de Hcis para personas adultas

cubanas fue establecido por Concepcion g y fue de 3,82-17,19 umol/L.

3.3.7 Variables analiticas incluidas en el estudio
- Segmentacion neutrofilica: Referida al nimero de lobulaciones nucleares de neutrofilos.

Valores finales: Segmentacion normal (Grupo 1), hipersegmentacion neutrofilica (Grupo II:
presencia de neutréfilos con cinco lobulaciones en més del 2% de los segmentados) y Grupo Il11:
presencia de al menos un neutréfilo con més de seis 16bulos. (05

- Concentraciones séricas de Cinc: Referida a los valores resultantes de la cuantificacion en suero
de este oligoelemento por métodos espectrofotométricos. Valores finales: deficiencia de Zn o
niveles bajos, niveles normales y niveles elevados. Deficiencia de Zn o hipocincemia
(concentraciones séricas por debajo de los valores considerados normales (7,7pumol/L) y niveles
elevados de Zn (concentraciones séricas por encima de los valores considerados normales (23,0
umol/L). (s9) (207)

- Concentraciones séricas de Cobre: Referida a los valores resultantes de la cuantificacion en
suero de este oligoelemento por métodos espectrofotométricos. Valores finales: deficiencia de
Cu o niveles bajos, niveles normales y niveles elevados. Deficiencia de Cu (concentraciones
séricas por debajo de los valores considerados normales (11,0 umol/L) y niveles elevados de Cu
o hipercupremia (concentraciones séricas por encima de los valores considerados normales (24,0
pumol/L). (s9) (207)

- Concentraciones séricas de Calcio: Referida a los valores resultantes de la cuantificacion en
suero de este oligoelemento por métodos espectrofotométricos. Valores finales: deficiencia de
Ca o niveles bajos, niveles normales y niveles elevados. Deficiencia de Ca (concentraciones
séricas por debajo de los valores considerados normales (2,02 umol/L) y niveles elevados de Ca

(concentraciones séricas por encima de los valores considerados normales (2,60 pmol/L). (s9) (207)
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- Concentraciones séricas de Magnesio: Referida a los valores resultantes de la cuantificacion
en suero de este oligoelemento por métodos espectrofotométricos. Valores finales: deficiencia
de Mg o niveles bajos, niveles normales y niveles elevados. Deficiencia de Mg (concentraciones
séricas por debajo de los valores considerados normales (1,9 umol/L) y niveles elevados de Mg
(concentraciones sé€ricas por encima de los valores considerados normales (2,60 umol/L). (s9)
(207)

- Concentraciones séricas de Hierro: Referida a los valores resultantes de la cuantificacion en
suero de este oligoelemento por métodos espectrofotométricos. Valores finales: deficiencia de
Fe o niveles bajos, niveles normales y niveles elevados. Deficiencia de Fe (concentraciones
séricas por debajo de los valores considerados normales (4,0 pumol/L) y niveles elevados de Fe
(concentraciones séricas por encima de los valores considerados normales (30,0 umol/L). (s9)
(207)

- Niveles sanguineos de homocisteina: Referida a los valores resultantes de la cuantificacion
sérica 0 plasmatica de Hcis. Valores finales: deficiencia de Hcis o niveles bajos, niveles
normales, niveles de riesgo y niveles elevados (hiperhomocisteinemia). Niveles normales: 3,82-
17,19 umol/L. Niveles de riesgo: concentraciones entre 15,00 pumol/L (1) ¥y 17,19 umol/L e

hiperhomocisteinemia: concentraciones sanguineas mayores o iguales a 17,19 umol/L. (gs)

3.3.8 Técnicas estadisticas empleadas para contrastar los resultados del estudio de la
segmentacion neutrofilica, los niveles séricos de Zn, Cu, Ca, Mg, Fe y Homocisteina
Para la descripcion de las variables estudiadas se realizaron analisis de distribucion de

frecuencias, donde se emplearon estadigrafos de asimetria y curtosis para caracterizar la forma
de las distribuciones, asi como las pruebas no paramétricas de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro- Wilks para verificar la normalidad de la distribucion de los datos.

Se usaron estadigrafos de frecuencias para variables cualitativas (porcentaje, razon y tasas) y
estadigrafos descriptivos de tendencia central (media aritmética, mediana) y de dispersion (rango
y desviacion estandar) para las variables cuantitativas.

En las variables cuantitativas en las que se verifico la distribucién normal de los datos se utiliz6
el test Student para grupos independientes y cuando no existio distribucion normal se utilizaron
pruebas no paramétricas, como el test de U de Mann-Whitney o el Kruskal Wallis, en

dependencia de la cantidad de grupos a comparar. se realizaron comparaciones entre los casos
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incidentes y controles, entre casos incidentes y prevalentes, y entre casos prevalentes contra
controles,

Para evaluar los resultados de la segmentacion neutrofilica, de las concentraciones maternas de
oligoelementos y Hcis, como variables de riesgo, se realizaron anlisis de asociacion bivariados
clasicos y se compararon los resultados de las madres de los casos con las de los controles y las
de casos prevalentes e incidentes contra controles, por separado. Se determind la significacion,
OR e IC al 95% con la metodologia descrita para las variables epidemiologicas.

Como factores de riesgo se consideraron la presencia de hipersegmentacion neutrofilica, los
valores bajos de oligoelementos, excepto para el cobre que fueron los valores elevados y en el
caso de la Hcis, fueron los niveles de riesgo y la hiperhomocisteinemia. Se efectudé un analisis
multivariado, mediante regresion logistica binaria por el método condicional, en el que se
incluyeron las 318 madres participantes en el estudio y un total de 25 variables (a las 17 variables
clinico-epidemioldgicas consideradas en el analisis realizado en el capitulo 2, se afiadieron la
presencia de hipersegmentacion neutrofilica y siete variables relacionadas con las
concentraciones de micronutrientes y las deficiencias de estos).

Ademas, las 100 madres a las que se les realizo la determinacién de los niveles de Hcis fueron
incluidas en un modelo multivariado de regresion logistica binaria y procesada por el mismo
método, para un total de 27 variables. A las 25 variables epidemioldgicas se afiadieron la

presencia de niveles elevados o de riesgo para la Hcis.

3.4 Resultados

3.4.1 Resultados del estudio de segmentacion neutrofilica en lamina periférica

Del total de 636 laminas periféricas estudiadas (dos por cada madre de casos incidentes, casos
prevalentes y controles), el 92,14% tuvo niveles normales de segmentacion nuclear de
neutrofilos. Se detectd hipersegmentacion neutrofilica en 25 madres de casos y controles, de
ellos 15 madres de casos incidentes (60,0%), cuatro en madres de casos prevalentes y seis de
controles, distribucion que no resultd homogénea (p=0,021). No se observaron diferencias
significativas al comparar la presencia de hipersegmentacion neutrofilica entre las madres de
los casos incidentes y prevalentes de conjunto, respecto a las madres del grupo control. (Tabla
1).

En el Anexo 2 se muestra el analisis de la hipersegmentacion neutrofilica en las madres de

casos prevalentes al considerar diferentes aspectos. Cuando se tuvo en cuenta el afio de la
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gestacion, se encontré una distribucion homogénea (p=0,326). Los cuatro casos con
hipersegmentacion se distribuyeron por igual entre 2014 y 2015. No hubo casos con
hipersegmentacion entre las madres cuyos hijos se diagnosticaron con el afio 2013.

Cuando se evaluo la presencia de hipersegmentacion con el consumo deficiente de folato en el
momento de la toma de la muestra, referido por estas madres, no se encontraron diferencias
significativas (p=0,914).

En el andlisis de la posible influencia del consumo deficiente de folato, en las madres de los
casos prevalentes, entre el momento del diagndstico del DC en la descendencia y el momento
de la extraccion de la muestra para estudio, no mostré diferencias (p= 0,550).

Cuando la presencia de hipersegmentacién neutrofilica se compard, como un factor de riesgo
para dos grupos, se constataron diferencias significativas entre las madres de los casos
incidentes y las de los controles (p= 0,033) y entre las madres de los casos incidentes y las de
los casos prevalentes (p=0,010), como se observa en la Tabla 2.

En la Tabla 3 se aprecia que la presencia de hipersegmentacion (grupo 1) en las madres de los
casos incidentes fue tres veces superior respecto a las de los casos prevalentes (9,4% y 2,8%,
respectivamente) (p= 0,050), similar comportamiento al grupo Ill (4,7 y 0,9 %). Cuando se
analizaron de conjunto los grupos Il y 111, las diferencias entre las madres de casos incidentes
y prevalentes fueron significativas (p= 0,008).

La presencia de hipersegmentacion entre las madres de casos incidentes respecto a los
controles, mostraron diferencias significativas en los grupos Il y en ambos de conjunto
(p=0,029 y p= 0,041, respectivamente). Mientras que, la presencia de hipersegmentacion
(grupos Il 'y I y en su conjunto), entre los casos prevalentes y controles no fueron
significativas. (Tabla 3).

Al evaluar la presencia de hipersegmentacion neutrofilica en los grupos de DC especificos se
encontrd que el mayor porcentaje correspondio a las madres de los casos con DTN con 13,0%,
seguido de las HLP con 11,8%, y las CCCT con 10,3%. Aunque en todos los casos, excepto
en las GS, la frecuencia de hipersegmentacion fue superior en las madres de los casos
(prevalentes + incidentes) que en las de los controles, no se constaté significacion asociada a
ninguno de los DC folato-sensibles. (Anexo 3).

En el Anexo 4 se presenta la distribucion de la segmentacién entre las madres de casos

incidentes, prevalentes y controles, por separado, para cada uno de los DC estudiados. La
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distribucion de la hipersegmentacion (grupos Iy 111), no resultd homogénea en los DTN (p=
0,027), con mayor frecuencia de hipersegmentacion en las madres de los casos incidentes
(21,7%).
Los resultados del analisis de la comparacion de la frecuencia de hipersegmentacion para cada
uno de los tipos de DC folato-sensibles estudiados, realizada entre las madres de los casos
incidentes y prevalentes, entre las madres de casos incidentes respecto a controles y entre las
madres de casos prevalentes y controles se muestra en el Anexo 5. Para los DTN las diferencias
resultaron significativas entre las madres de los casos incidentes y los controles (p=0,026). Las
comparaciones en estos mismos grupos no resultaron significativas en las HLP (p= 0,109), ni
en el SD (p=0,634). No se realizaron andlisis en las GS, no se constatd hipersegmentacion
neutrofilica entre dichas madres.
Las restantes comparaciones efectuadas no mostraron diferencias significativas para ninguno
de los defectos.
La frecuencia de hipersegmentacion (grupos Il y Il de conjunto), en los cinco tipos de DC
(madres de casos prevalentes e incidentes de conjunto) y los controles (Tabla 4), identificé la
mayor frecuencia entre las madres de los casos con DTN (13,04%). No se apreciaron
diferencias en la distribucion entre los diferentes tipos de DC especificos, ni en el conjunto de
DC.

3.4.2 Resultados de las concentraciones séricas de oligoelementos
En la tabla 5 se observan las concentraciones séricas de los cinco oligoelementos estudiados.
La mediana de las concentraciones séricas de Zn en las madres de los casos incidentes fue de
9,91 umol/L (+/- 2,51), de 11,79 umol/L (+/- 1,80) en las de los casos prevalentes y en las del
grupo control fue de 11,95 umol/L+/- 1,86. La mediana de las concentraciones de Cu fueron
de 20,56 umol/L (+/- 6,52) en las madres de los casos incidentes, de 15, 84 umol/L (+/- 4,50)
en las madres de los casos prevalentes y de 15,52 umol/L (+/- 4,71) en las de los controles.
Las distribuciones de los niveles sericos entre las madres de los casos incidentes, prevalentes
y controles, para los cinco oligoelementos analizados, no fueron homogéneas. (Ver figura 1)
En la propia Tabla 5 se observa que la comparacion entre las distribuciones de las
concentraciones séricas de oligoelementos en el conjunto de madres de los casos prevalentes e
incidentes, respecto a las concentraciones en las madres de los controles resultaron no

homogéneas, excepto para los niveles de Ca (p=0,317).
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En el Anexo 6 se muestran las comparaciones de los valores de la mediana de las
concentraciones séricas de los cinco oligoelementos entre las madres de los diferentes grupos
de estudio y las madres controles. Al comparar las concentraciones entre las madres de los
casos incidentes respecto a las de los prevalentes, y entre las madres de los casos incidentes
con las de los controles se constataron diferencias significativas para todos los oligoelementos,
excepto el Ca. La comparacion entre las madres de casos prevalentes respeto a madres
controles, no resulto significativa para ninguno de los oligoelementos.

Al comparar las concentraciones séricas de oligoelementos en las madres de los casos
prevalentes, segun el afio de diagnostico del DC en su descendencia, la distribucion de los
niveles séricos de los oligoelementos estudiados fue similar. (Anexo 7).

3.4.2.1 Resultados de la determinacion de las concentraciones séricas de oligoelementos segtiin
grupo de defectos congénitos

En el Anexo 8 se muestra la distribucién de las concentraciones séricas de oligoelementos en
las madres de los casos (incidentes mas prevalentes) con los diferentes tipos de DC. En las
madres de productos con CCCT las concentraciones sericas de Zn y Fe resultaron
significativamente menores que las concentraciones maternas en los controles. (p=0,000),
mientras que las concentraciones séricas de Cu se diferenciaron significativamente entre ambos
grupos, con las mayores concentraciones identificadas entre las madres de los casos (18,33 +/-
6,36 umoL/1).

En las madres con descendencia afectada por DTN las concentraciones de Zn, y Fe fueron
significativamente méas bajas que las concentraciones maternas en los controles. (p=0,008 y
p=0,001) mientras que las concentraciones de Cu fueron significativamente mas elevadas en
el grupo de madres de los casos (p=0,000).

En las madres de casos con HLP las concentraciones séricas de Zn, Mg y Fe fueron
significativamente mas bajas que las concentraciones de las madres de los controles.

Las concentraciones séricas maternas en la GS y el SD no tuvieron diferencias en ninguno de
los cinco oligoelementos estudiados respecto a las madres de los controles. (Ver Figura 2)
3.4.2.2 Alteraciones en las concentraciones maternas de oligoelementos como factor de riesgo
para el conjunto de los DC y por grupos especificos

En la Tabla 6 se muestra que en el conjunto de DC folato-sensibles, los riesgos por deficiencia
materna de Zn, Mg y Fe fueron significativos, al igual que el riesgo asociado a los niveles
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elevados de Cu. No se presento riesgo asociado a la deficiencia materna de Ca. Los valores de
los OR se pueden apreciar en la tabla. EI mayor riesgo se encontro para la deficiencia multiple
de oligoelementos [OR: 9,24 (2,17- 39,63)].
El Anexo 9 presenta las alteraciones de las concentraciones séricas maternas como factores de
riesgo para la aparicion de DC folato-sensibles en su descendencia por tipos especificos. Se
constatd que la hipocincinemia constituyo un factor de riesgo para todos los tipos de DC,
excepto la GS. El mayor riesgo se obtuvo en las CCCT [OR: 6,91 (2,54- 18,77)], el resto de
los resultados pueden observarse en el referido Anexo. La hipercupremia materna se asocié
significativamente con las CCCT [OR: 3,54 (1,37- 9,14)] y los DTN [OR: 5,36 (2,06- 13,94)].
La hipomagnesemia materna, por su parte, constituyd un factor de riesgo para la aparicion de
DTN y HLP en su descendencia, con el mayor riesgo para este ultimo DC [OR: 10,32 (3,52-
30,25)], mientras que las bajas concentraciones séricas maternas de Fe se asociaron
significativamente con la presencia de CCCT y DTN. La deficiencia de dos o mas
oligoelementos constituy6 un factor de riesgo asociado significativamente con la aparicién de
todos los DC estudiados, excepto para la GS. Los riesgos asociados a esta deficiencia multiple
fueron: para las CCCT (OR: 12,17), DTN (OR: 12,65), HLP (OR: 11,14) y SD (OR: 6,68).
3.4.3 Analisis conjunto de variables epidemioldgicas, la hipersegmentacion neutrofilica y
las concentraciones séricas maternas de oligoelementos como factores de riesgo para DC
folato-sensibles en la descendencia
Al evaluar el efecto conjunto de las variables epidemiolégicas y analiticas estudiadas se
encontré en un primer analisis multivariado con 25 variables, que el porcentaje global de
clasificacion correcta fue de 85,8%, 89,2% en los casos y 79,2% en los controles. Las 13
variables incluidas en la ecuacién, todas significativas, fueron los antecedentes personales de
enfermedades cronicas, periodo intergenésico corto, consumo de tabletas anticonceptivas,
niveles elevados de AFP, polihidramnios, sobre peso u obesidad materna, consumo deficiente
de folatos, consumo de antagonistas del AF, avanzada edad materna, madre adolescente, no
consumo preconcepcional de AF, niveles elevados de Cu y deficiencia mdultiple de
micronutrientes. (Anexo 10).
3.4.4 Resultados de la determinacion de Homocisteina
En la Tabla 7 se aprecia que la distribucion de las concentraciones de Hcis entre madres de

casos incidentes, prevalentes y controles no resulto homogénea y que, del mismo modo, cuando
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se comparo la distribucion de los valores de la mediana de estas concentraciones en las madres
de todos los casos unidos respecto a los controles, tampoco fueron homogéneas (10,56 umol/L
y 5,34 umol/L, p=0,000). (Ver Figura 3).

En el Anexo 11 se observaron diferencias significativas al realizar las comparaciones entre los
valores de la mediana de las concentraciones de Hcis entre las madres de los casos incidentes
respecto a las madres de los controles (p=0,000), madres de casos prevalentes respecto a
controles (p= 0,009) y también entre las madres de casos incidentes respecto a las de los casos
prevalentes (p=0,023).

Los niveles mas elevados en los casos prevalentes se constataron en aquellas mujeres con afio
de diagndstico del DC en 2015 (11,28 umol/L), aunque la distribucion resulté homogénea entre
los afios (p=0,233). (Figura 3).

3.4.4.1 Resultados de la determinaciéon de Homocisteina segtn tipo de DC.
En la Tabla 8 se observa que los valores de las medianas de las concentraciones de Hcis fueron

mas elevados en las madres de productos con HPLNS (12,74 umol/L), no obstante, existieron
diferencias que resultaron significativas respecto a los niveles encontrados en las madres de

los controles en todos los tipos de DC, con excepcion de la GS (p=0, 331). (Ver Figura 3).

3.4.4.2 La hiperhomocisteinemia como factor de riesgo para el conjunto de los DC folato-sensibles
y segun grupo de defectos congénitos
En la Tabla 9, se muestra el andlisis de la hiperhocisteinemia como factor de riesgo. Cuando

se analiz6 para el conjunto de los DC folato-sensibles el OR fue de 10,76 (1,31- 88,47). Enel
analisis para los DC especificos, se puede observar que la hiperhomocisteinemia constituy6 un

factor de riesgo para los DTN (OR: 12,25) y para las HLP (OR:19,60).

3.4.4.3 Relacién entre la presencia de hiperhomocisteinemia y la hipersegmentacidn neutrofilica
En la Tabla 10 se muestra la relacion entre los marcadores indirectos de la deficiencia de AF:

el marcador bioquimico y el hematoldgico, donde se observa que la Hiperhomocisteinemia
tuvo una asociacion altamente significativamente con la presencia de hipersegmentacién
neutrofilica en la lamina periférica.

En los casos con hiperhomocisteinemia hubo 60% de hipersegmentacion neutrofilica, que solo

estuvo presente en el 6,7% de los casos con Hcis normal.
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3.4.5 Analisis conjunto de las variables epidemioldgicas, hipersegmentaciéon neutrofilica,
concentraciones séricas maternas de oligoelementos y de homocisteina como factores de
riesgo para DC folato-sensibles en la descendencia

En el Anexo 12 se presentan los resultados del analisis multivariado donde se incluyeron ademas
de las variables epidemiologicas, la hipersegmentacion nuclear de neutréfilos, los niveles
alterados de oligoelementos y las variables derivadas de los niveles de riesgo de Hcis y la
hiperhomocisteinemia. El porcentaje global de clasificacion correcta fue de 91,0%, 94,0% en
los casos y 88,0% en los controles. De las nueve variables incluidas en la ecuacion, en siete se
observo significacion estadistica, estas fueron: periodo intergenésico corto, antecedentes de
abortos espontaneos, consumo deficiente de folatos, avanzada edad materna, madre adolescente,

niveles bajos de Zn y umbral de riesgo para la Hcis.

3.5 Discusion de los resultados
3.5.1 Segmentacion nuclear de neutroéfilos en lamina periférica
La distribucion no homogénea de la hipersegmentacion neutrofilica entre los diferentes grupos,
con diferencias significativas entre las madres de los casos incidentes y prevalentes, quienes
comparten el mismo tipo de DC, podria ser atribuido al factor tiempo, dadas las diferencias
entre el momento del diagnostico y el momento del estudio.
La deficiencia de AF puede ser provocada por factores genéticos y nutricionales. Dentro de los
primeros se encuentran los SNP de los genes que codifican proteinas con funcion enzimatica
que participan diferentes vias del metabolismo del AF y la Homocisteina. A diferencia de las
carencias nutricionales, los factores genéticos no son modificados por la influencia del tiempo.
(13) (16)
No se cuenta con evidencia de que las madres de los casos prevalentes hayan presentado
hipersegmentacion neutrofilica, como reflejo de la deficiencia materna de AF, en el momento
en que se diagnosticd el DC en su descendencia, pero, dado que se trata de los mismos DC
folato-sensibles que la de los casos incidentes; se infiere que en un porcentaje de los casos que
pudieron haber presentado este hallazgo hematologico, desaparecié con el transcurso del
tiempo, a menos que presentasen alguno de los SNP en genes involucrados en las vias

metabdlicas del AF y de la Homocisteina.
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La identificacion de hipersegmentacion neutrofilica en un frotis sanguineo sugiere la
deficiencia de AF o de cobalamina, pero a diferencia del AF, no resulta sensible para la
deteccion de la deficiencia temprana de esta Gltima vitamina. (208) (209)

Aunque en la actualidad la deficiencia de estas vitaminas se reconoce en base a la
determinacion de sus niveles séricos o eritrocitarios, el andlisis del frotis sanguineo continta
siendo una importante herramienta diagnéstica por dos razones fundamentales; primero,
porque permite un diagndstico provisional rapido y, en segundo lugar, porque puede
diagnosticar la deficiencia temprana de AF aun cuando los niveles eritrocitarios permanecen
normales. 206y La hipersegmentacion neutrofilica ha sido considerada como un marcador
hematologico indirecto de la deficiencia de AF. (g4 5)

No existe un claro consenso sobre el nivel de folato sérico en que aparece la hipersegmentacion
neutrofilica, convencionalmente los clinicos usan los niveles menores de 7 pmol/L como guia,
debido a que el riesgo de que aparezca anemia macrocitica se incrementa grandemente por
debajo de esos niveles, aunque se reconoce que existe una denominada zona gris entre los
niveles de 7 y 10 pmol/L. (208)

En el andlisis de la comparacién entre la presencia de hipersegmentacion neutrofilica entre las
madres de los casos incidentes y la de los controles, al realizar el estudio del frotis sanguineo
en el mismo momento, se descarta el efecto del factor tiempo y, por ende, se analiza el efecto
del DC, por tratarse en todos los casos de DC sensibles a la deficiencia materna de AF, esta
deficiencia podria explicar la presencia del DC y de los hallazgos en la segmentacion
neutrofilica.

Las mayores frecuencias de hipersegmentacién, observadas en las madres de los casos de
productos con DTN, podria explicarse porque la deficiencia de AF induce la ubiquitinacion de
la lisina 119 de la histona H2A (H2AK119ubl), uno de los mecanismos epigenéticos que junto
a lametilacion del ADN y a los cambios conformacionales de la cromatina regulan la expresion
génica, y que se ha relacionado con la aparicion de diferentes DC folato-sensibles, como los

DTN y las CCCT, entre otros. (24 (s8)

3.5.2 Concentraciones séricas de oligoelementos
La identificacion de la deficiencia materna de cinc, magnesio, hierro, asi como los elevados

niveles de cobre, como factores de riesgo para la aparicion de DC en la descendencia concuerda

con lo referido en la literatura cientifica en relacion a que tanto los niveles deficientes como
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excesivos de oligoelementos se relacionan con la aparicion de DC en humanos, puesto que las
alteraciones en la homeostasis de estos oligoelementos esenciales pueden interferir con los
diferentes procesos que intervienen en la organogénesis embrionaria.. (1) (168) (210)

Se plantea que debido a que el estatus nutricional del embridn es completamente dependiente
del consumo alimentario materno y de su metabolismo, el desbalance nutricional materno
durante el primer trimestre del embarazo puede provocar DC, puesto que diversos
micronutrientes esenciales, que no pueden ser sintetizados por el organismo en cantidades
suficientes, son necesarios para el mantenimiento de la salud, la normal progresion del
embarazo y del desarrollo embrionario. (1) (168)

Las concentraciones de todos los oligoelementos fueron menores en el grupo de madres de
casos incidentes en relacion con las de los casos prevalentes y controles, excepto la
concentracion de cobre que resultaron superiores. Las causas primarias que subyacen en la
deficiencia de micronutrientes son el aporte insuficiente y la pobre biodisponibilidad de
micronutrientes. (210

En la presente investigacion la indagacion del consumo dietario estuvo limitada al aporte de
folatos, sin embargo; en la provincia de Villa Clara se realiz6 en 2016 una investigacion con el
objetivo de conocer el consumo alimentario y los habitos dietéticos y toxicos en las
embarazadas, donde se constato que el 89% de las gestantes consumia leche, 82% pescado y
57% higado, aunque refirieron una baja frecuencia de consumo; de igual forma, el 98% de las
que consumieron frutas solo lo hicieron como promedio una vez a la semana. El 42% de las
gestantes consumian con mayor frecuencia carne de cerdo y el 39% de pollo, solamente entre
el 5% y el 12% refirieron consumo de carnes rojas. (211

A consideracion del autor, las bajas frecuencias en el consumo dietario de determinados
macronutrientes y de fuentes naturales de folatos y oligoelementos identificadas en las
embarazadas villaclarefias en el afio 2016, guarda estrecha relacion con la deficiencia de
determinados oligoelementos constatadas en el presente estudio.

A nivel mundial, las deficiencias de micronutrientes mas frecuentes en mujeres son las de
hierro, vitamina A, iodo, AF y Cinc. (3) (212)

Las deficiencias de micronutrientes en las madres incluidas en el presente estudio resultan
analogas a las descritas en gestantes vietnamitas, donde la ingesta de folatos, Ca, Fe y Zn

estaban por debajo del consumo nutricional recomendado. (210) Se plantea que la deficiencia de
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Zn esta tan extendida como la deficiencia de Fe y afecta cerca de la mitad de la poblacién
mundial. (19) (63) 213)

En una investigacion realizada en la localidad de Santa Fe, del municipio habanero de Playa,
se constato que las frecuencias de la deficiencia de hierro (estimada por ferritina sérica), cinc
y cobre sérico en mujeres en edad reproductiva, fueron de 66,3 % (67/102), 36,2 % (34/94) y
19,1% (18/94), respectivamente. (214

Las concentraciones sanguineas de Zn disminuyen en embarazos normales a medida que
aumenta la edad gestacional, posiblemente debido a la transferencia placentaria al feto. (215)

El autor considera que el hecho de que los niveles séricos de Zn en las madres que tuvieron
descendencia afectada por DC fueran inferiores en comparacion con las del grupo control,
ademés del insuficiente aporte dietario, pudiera estar en relacion con las interacciones
antagonicas que se describen entre los diferentes oligoelementos. (s3) (212)

En los ultimos afios se ha estudiado la existencia de interacciones competitivas entre el Zn, el
Fe y el Cu y se ha destacado el antagonismo Fe-Zn como una interaccion de importancia
biol6gica potencial para la nutricion humana, sobre todo por la tendencia a prescribir abundante
Fe inorgénico a grupos poblacionales especificos como las embarazadas, en los que las
necesidades o los riesgos de deficiencia son mayores no solo para el Fe sino también para el
ZN. (63) (212)

A nivel de la absorcion intestinal, cuando existe deficiencia de Zn, se incrementa la absorcion
de Cu, y a su vez; los niveles elevados de Cu disminuyen la absorcion de Zn y Fe. (212) (215) El
Zn es un nutriente esencial para el crecimiento y diferenciacion celular en todas las especies,
mientras que el Cu es un importante componente de muchas proteinas involucradas en la
morfogénesis. (215)

Mientras que el Fe esta relacionado con el crecimiento embrionario desde las etapas tempranas
del embarazo, se ha demostrado la existencia de complejos receptores especificos para la
transferencia del Fe a través del saco de Yolk antes del desarrollo del sistema circulatorio. (145
216) También estd bien establecido que el Mg constituye un importante elemento para el
adecuado desarrollo y bienestar embriofetal. (so)

3.5.2.1 Concentraciones séricas de oligoelementos segin grupo de defectos congénitos.
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Los niveles de muchos oligoelementos esenciales decrecen durante el embarazo, a menos que
se administren como suplemento. Entre ellos se incluyen el Zn, Fe, Ca, Mg, Selenio y
posiblemente el Cromo y el lodo. (217

Modelos animales han demostrado que los niveles maternos sub 6ptimos de micronutrientes
puede conllevar a un elevado riesgo de DC en la descendencia, incluyendo las CC y DTN. Se
reconoce que un consumo dietario deficiente de Zn durante el embarazo produce efectos
teratogénicos, produciendo DC como los DTN, CC y HLP en humanos y animales. Por otra
parte, se ha visto que la deficiencia de Cu induce a defectos cardiovasculares en ratas, mientras
gue un exceso de Cu se relaciond con un aumento de la mortalidad de embriones en modelos
animales. (s9) (169) (213) (218) (219)

Otros estudios también han documentado relacion entre las bajas concentraciones séricas
maternas de Zn y la presencia de DTN en los recién nacidos. (s9) (220) (221)

En el afio 2018 investigadores chinos publicaron su descubrimiento, realizado en embriones de
ratones, de que la deficiencia de Zn provoca la disrupcion del proceso de cierre del tubo neural,
a través de la disminucién de la ubiquitinacion de P53, lo que origina un incremento en la
estabilizacion de P53 y un exceso de apoptosis. (222) Hallazgo que evidencia la relacion entre
los factores nutricionales y diferentes mecanismos epigenéticos e importantes eventos celulares
que resultan claves durante la embriogénesis.

El Zn desempefia un papel fundamental en la estabilizacion de ciertas macromoléculas y de las
membranas celulares, regula la transcripcion, se une a proteinas nucleares y forma complejos
Ilamados en dedos de cinc o zinc fingers. Varios genes miembros de la familia Zic, que
codifican para proteinas en dedos de cinc, han sido implicados en el origen de los DTN. Asi,
la pérdida de funcién de Zic2, Zic3 y Zic5 alteran el proceso de cierre del tubo neural en ratones
y originan defectos variables: las mutaciones en Zic2 provocan EB y anencefalia, mientras que
mutaciones en Zinc3 y Zinc5 producen anencefalia. (223)

Se constatd hipocincinemia en las madres de los casos con CCCT, DTN y HLP, lo que esta
acorde con lo descrito en la literatura que plantea que estudios epidemiologicos sugieren que
la ingesta deficiente de Zn estd asociada a un incremento en el riesgo de DC. (s9) (218) (220)
Mientras que experimentos en modelos animales han mostrado que la deficiencia materna de
Fe se asocia a la presencia de diferentes fenotipos clinicos de DTN en la descendencia. (224) En

una investigacion realizada con el objetivo de relacionar las concentraciones maternas de
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cuatro elementos alcalinos durante el periodo de cierre del tubo neural y la aparicion de DTN
en 191 madres con descendencia afectada por DTN y 261 madres con hijos sanos se observo
que las altas concentraciones de Ca y Mg tuvieron un efecto protector para los DTN. (225)
Excepto en el Cu, las concentraciones de los restantes cuatro oligoelementos estudiados (Zn,
Ca, Fe y Mg) resultaron més bajas en las madres de los casos incidentes que en las del grupo
control, sin embargo; Kundak (226) al comparar las concentraciones de cinco elementos traza en
el primer meconio de neonatos con CCCT encontré concentraciones significativamente
superiores de Zn, Fe y Cu entre los recién nacidos con CCCT que entre los recién nacidos
sanos, concluyendo gue los oligoelementos pueden alterar los mecanismos de reparacion del
ADN, debido a alteraciones en los patrones de metilacion del ADN y de esta forma intervenir
en la patogénesis de las CCCT.

La concentracion sérica de Cu varia ampliamente y esté influida por la edad, el sexo y el estado
fisiolégico. En las mujeres los valores se incrementan al consumir anticonceptivos orales. El
embarazo también ejerce efectos sobre la homeostasis de este oligoelemento, al provocar
incremento de sus niveles séricos y disminucion de Zn y de Fe, esta inversion de la relacién se
ha atribuido a la influencia del ambiente hormonal que prima en esta condicion, se plantea que
se induce la sintesis de ceruloplasmina. 214y En el presente estudio para las HLP las
concentraciones maternas bajas de Zn, Fe y Mg se asociaron con la presencia de estos DC en
la descendencia, resultado que discrepa de lo observado por Yin 1) quien no encontrd
asociacion entre los niveles séricos maternos de Zn, Cu y Fe y el riesgo de HLP en la
descendencia, lo que en opinién del autor, evidencia la gran heterogeneidad de factores de
riesgo, ademas de los nutricionales; implicados en el origen de estos DC.

El Mg es el segundo cation mas abundante a nivel intracelular y es esencial en todas las etapas
de la vida, desde el periodo embrionario temprano, hasta la adultez. En una investigacion
realizada con el objetivo de comparar los niveles de Mg en el liquido amnidtico y en el suero
materno y la presencia de DC, se constatd que la probabilidad de que aparezca un DC
disminuyo con el incremento de los niveles de Mg, tanto en el liquido amnidtico como en el
suero materno, el nivel bajo de Mg en liquido amnidtico se relacion6 con una probabilidad de
cerca del 10% en la ocurrencia de DC; mientras que esta probabilidad se duplico con los bajos

niveles séricos maternos de Mg. (227
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Una reciente investigacion revelo el papel que desempefia el Mg en la expresion de los genes
MSX-1 y PAX-9 durante el desarrollo embrionario temprano del macizo craneofacial, estos
son factores de regulacion clave en el control de la migracion de las células mesenquimatosas
durante el periodo inicial del desarrollo maxilar. Los investigadores concluyeron que la
disminucion combinada de la dosis genica de estos genes en humanos puede incrementar el
riesgo de HLP, mientras que el Mg incrementa su expresion y puede resultar de utilidad en la

prevencion de este tipo de DC. (22g)

3.5.3 Concentraciones séricas de Homocisteina
En la presente investigacion se constataron diferencias en las concentraciones de Hcis entre las

madres de los casos y los controles. En todas se tratd de una hiperhomocisteinemia ligera, pues
en ninguna se sobrepasoé los valores de 30 pmol/L. (g6) (229)

La deficiencia de folatos o de AF disminuye la habilidad de remetilar la homocisteina, debido
a una inadecuada concentracion de 5-metil-tetrahidrofolato, lo que conlleva a una
hiperhomocisteinemia, que también puede ser provocada por deficiencia de cobalamina, dado
que la vitamina B12 es un cofactor esencial en el ciclo de remetilacion que convierte la Hcis
en metionina; o por deficiencia de otras vitaminas, como la B6 y la B2. (13) (s9) (230) (231)
Vidmar o) plantea que la deficiencia de AF produce un arresto de las células en la fase S del
ciclo celular, lo que limita los procesos de division y proliferacion celular que resultan vitales
durante el proceso de organogénesis.

Los niveles elevados de Hcis son un sensible indicador del estatus de AF, niveles mayores de
15 pmol/L se correlacionan fuertemente con los niveles séricos de AF inferiores a los niveles
fisiologicos normales (niveles séricos de AF por debajo de 10 umol/L). (208) (229)

De acuerdo a la literatura, las concentraciones de Hcis durante el embarazo no son constantes
y estén relacionadas con caracteristicas geograficas, culturales y sociales de las gestantes. (g7)
Surmiak (232) encontro una correlacion negativa entre los niveles séricos de Hcis y los niveles
séricos de AF (r =-0,64, p=0,002).

La hiperhomocisteinemia ligera y moderada se relaciona fundamentalmente con enfermedades
0 trastornos genéticos de origen multifactorial, como los DC folato-sensibles, mientras que las
de tipo severo que sobrepasan los 100 umol/L, generalmente se observan en enfermedades
genéticas de origen monogénico, como la deficiencia de cistationina 3 sintasa o trastornos del

metabolismo intracelular de la cobalamina. (gs)
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Para Smith y Refsum (231) es méas apropiado considerar la hiperhomocisteinemia como un
biomarcador, puesto que el término “factor de riesgo” a menudo implica un vinculo causal y
para ello se requiere mucho méas que una sélida evidencia, cumpliendo tipicamente con los
criterios de causalidad de Bradford Hill. Estos investigadores consideran que es mucho méas
importante que los datos de los ensayos clinicos demuestren que una reduccién de los niveles

de Hcis puede prevenir la enfermedad o el DC.

3.5.3.1 La hiperhomocisteinemia como factor de riesgo para el conjunto de los DC folato-sensibles
y segun grupo de defectos congénitos
En el presente estudio la hiperhomocisteinemia materna se asoci6 con la presencia de DC

folato-sensibles en general y ademés para los DTN y las HPLNS en la descendencia. Las
madres con hiperhomocisteinemia tuvieron un mayor riesgo de tener hijos con DTN, resultado
que coincide con el de otros investigadores. (233) (234)

Las concentraciones de Hcis identificadas en el presente estudio son inferiores a las descritas
en mujeres indias, en las que se constataron concentraciones medias mas elevadas tanto en las
madres de los casos como en las del grupo control, (15.71+8.35 umol/L y 12.87+5.95
umol/L, respectivamente. 11y Lo que en la opinion del autor pudiera estar relacionado con las
diferencias de los patrones alimentarios y de las frecuencias génicas de SNP de genes
relacionados con el metabolismo del AF, entre ambas poblaciones.

Los cambios en la expresion génica inducida por la Hcis estdn relacionados con los
mecanismos epigenéticos mas conocidos: metilacion del ADN y modificacion de las histonas,
incluyendo la acetilacion y la metilacion. (24) (79) (235)

Se describen mas de 100 posibles modificaciones de las histonas, recientemente investigadores
chinos identificaron un nuevo mecanismo de modificacion de las histonas, la
homocisteinilacion. Cuando existe una hiperhomocisteinemia se incrementa este proceso a
nivel de la lisina 79 de la histona 3 (H3K79Hcy), estos cientificos demostraron que en las
células de la cresta neural esta modificacion provoca la disminucion en la expresion de varios
genes relacionados con el cierre del tubo neural, lo que origina DTN. (233

Uno de los mecanismos que se plantean provocan la aparicion de los DTN ante la deficiencia
materna de AF es la ubiquitinacion de los genes relacionados con el cierre del tubo neural lo

que afecta su expresion. (s
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Posteriores estudios comprobaron que muchos de genes relacionados con el cierre del tubo
neural, junto al sistema de hormonas tiroideas estan regulados por la homocisteinilacion de
H3K79. Los investigadores concluyeron que, el efecto de los altos niveles de Hcis puede
afectar tanto al metabolismo materno de la hormona tiroidea, como al cierre del tubo neural en
la embriogénesis; mediante el proceso de homocisteinilacion de las histonas. (2zs)

Otros investigadores plantean que la hiperhomocisteinemia puede provocar que las células de
la cresta neural inicien el proceso apoptoético, de acuerdo a experimentos realizados en modelos
animales. (70

Mientras que Guao (74 refiere que los dafios celulares generados por la hiperhomocisteinemia
resultan de la alteracion del estrés oxidativo, al generar especies reactivas del oxigeno, union
al 6xido nitrico o por acumulacién de su precursor, la S-adenosil homocisteina, la que inhibe
el proceso bioldgico de la transmetilacion.

Una consistente evidencia del vinculo entre la hiperhomocisteinemia y la aparicion de DTN
proviene de China, donde se constato un gradiente poblacional en las concentraciones de Hcis,
con los mayores niveles en el norte del pais (prevalencia de hiperhomocisteinemia de 34,8%)
y los niveles més bajos al sur (prevalencia de hiperhomocisteinemia de 16%). Se describe,
ademas, un conglomerado espacial de DTN que incluye las provincias de la region norte, con
una prevalencia cuatro veces superior que en la del sur. (231

En el presente estudio las mujeres con hiperhomocisteinemia tuvieron un riesgo mucho mayor
de tener descendencia con HLP, a tono con lo referido en la literatura respecto a estudios que
han demostrado asociacion entre la hiperhomocisteinemia y las HLP. (125) (187)

Las concentraciones de Hcis se correlacionan negativamente con las de AF, micronutriente
éste que interviene en la proliferacion y diferenciacién de varios tipos celulares, como el de las
celulas mesenquimatosas que dan origen al maxilar. (23)

En la presente investigacion no se constatd asociacion entre la hiperhomocisteinemia materna
y la presencia de CCCT en la descendencia, resultado discordante con lo referido por varios
investigadores que identifican a la hiperhomocisteinemia como un factor de riesgo
independiente para las CC. (g7) (161) (237) (238) Aunque, coincide con lo descrito por Surmiak, (232
quien no observo diferencias significativas entre las concentraciones séricas de Hcis entre las
43 madres de los casos con CCCT vy las 43 madres de casos con otros tipos de CC, hallazgos

que los investigadores consideran guardo relacién con el pequefio tamafio muestral.
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3.5.3.2 Relacién entre la presencia de hiperhomocisteinemia y la hipersegmentacién neutrofilica
Las diferencias en relacion a la presencia de hipersegmentacion nuclear de neutréfilos entre las

madres de casos incidentes y las de los controles, reflejan la influencia que sobre la deficiencia
materna de AF tiene algun factor genético, presumiblemente el polimorfismo de un solo
nucleotido en el gen MTHFR; mientras que la diferencia entre las madres de los casos incidentes
y las de los casos prevalentes refleja el efecto del componente nutricional que varia al pasar el
tiempo, lo que se corrobora al no constatarse diferencias entre las madres de los casos
prevalentes y las de los controles, pues las primeras podrian tener un efecto del factor
nutricional modificado con el paso del tiempo y las segundas no parecen poseer el componente
genético para la deficiencia de AF; reflejo de ello resulta el hecho de que en las madres en que
existié un mayor lapso de tiempo entre el momento en que se diagnostico el DC (afio 2013) y
la toma de la muestra bioldgica para el estudio, en ninguna de ellas se identificé la presencia de
hipersegmentacion neutrofilica.

Las concentraciones séricas o plasmaticas de Hcis total y la hipersegmentaciéon neutrofilica
constituyen marcadores indirectos de los inadecuados niveles de AF. Los que pueden verse
afectados por factores genéticos y nutricionales. (230 (231)

En el presente estudio la mayor frecuencia de hipersegmentacion neutrofilica se constato en las
madres de casos incidentes, en quienes se identificaron también los niveles méas elevados de
Hcis. Se describe que las concentraciones maternas de Hcis se correlacionan negativamente con

los niveles de AF, (232) lo que explicaria la identificacion de ambos marcadores en estas mujeres.

3.5.6 Analisis de la influencia de variables epidemioldgicas y analiticas de conjunto en el
riesgo de aparicion de los DC folato-sensibles

Las evidencias muestran que el porcentaje de clasificacion correcta fue incrementandose a
medida que se incorporaban nuevas variables a la ecuacion, de un 84% cuando solamente se
incluyeron las variables epidemiologicas, a un 86% cuando se comenzaron a incluir en la
ecuaciéon las variables analiticas (hipersegmentacion neutrofilica y concentraciones de
oligoelementos) hasta alcanzar un 91% cuando se consideraron ademas los niveles de Hcis. Lo
que a consideracion del autor pone de manifiesto el origen multifactorial de estos DC no
sindromicos, donde se interrelacionan factores de naturaleza ambiental y genética, ya que las
mutaciones en el gen MTHFR se relacionan con los niveles elevados de Hcis total,

particularmente en las mujeres con bajo consumo de folatos. (s7)
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3. 6 Conclusiones parciales

1. La hipersegmentacion neutrofilica constituye un hallazgo que se constata con mayor
frecuencia en las madres de los casos incidentes con defectos congénitos folato-sensibles,
particularmente en aquellas con descendencia afectada por defectos del tubo neural.

2. Los niveles bajos de cinc y de hierro, la deficiencia maltiple de oligoelementos, junto con
los niveles elevados de cobre constituyen factores de riesgo asociados al conjunto de defectos
congénitos folato-sensibles y a las cardiopatias conotroncales y los defectos del tubo neural
en particular.

3. La hiperhomocisteinemia constituye un factor de riesgo bioldgico en la aparicion de defectos
congeénitos, sobre todo en los defectos del tubo neural y en las hendiduras labiopalatinas no
sindrémicas.

4. Las diferencias existentes entre la frecuencia de hipersegmentacion, concentraciones de
oligoelementos y homocisteina, entre las madres de casos incidentes y prevalentes pudieran
estar en relacion con el tiempo transcurrido entre la concepcion del producto con defectos
congénitos y su evaluacion, mientras que en los casos incidentes y los controles estas
diferencias pudieran ser reflejo de factores genéticos y epigenéticos, como los nutricionales,
lo que constituye un enfoque novedoso en el abordaje de defectos congénitos de etiologia
multifactorial.

5. La importante relacion entre los dos marcadores indirectos de la deficiencia materna de acido
félico es indicativo de la potencial utilidad de su empleo y de la consistencia del hallazgo de
dicha deficiencia en las madres de productos con defectos congénitos folato-sensibles.
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TABLAS Y GRAFICOS DEL CAPITULO 3

Tabla 1. Segmentacion neutrofilica en lamina periférica en madres de casos incidentes,

prevalentes y controles. Villa Clara 2013 — 2018.

Casos Casos Controles Total

incidentes  prevalentes X2
Grupo de N % N % N % N % Valor  Sig.
segmentacion
Grupo | 91 858 102 96,2 100 94,3 293 92,14
Grupo I 10 9,40 3 28 6 5,70 19 5,97 11,60 0,021
Grupo Il 5 4,70 109 0 0,00 6 1,89
Total 106 100,0 106 100,0 106 100,0 318 100,0
Hipersegmentacion 15 60,0 4 16,0 6 24,0 25 17,86 8,943 0,011
neutrofilica

Casos incidentes ~ Controles X2 OR

+ prevalentes

N % N %  Valor Sig. Valor 95%IC
Hipersegmentacién 19 9,00 6 57 1,064 0302 1,64 0,64 -4,24
neutrofilica

Fuente: Base de datos de la investigacion.

Tabla 2. Comparacion de la frecuencia de hipersegmentacion neutrofilica entre las madres de
los diferentes grupos de estudio. Villa Clara 2013 — 2018.

Casos incidentes Controles X2

N % N % Valor p

15 60,00 6 24,00 4,52 0,033
Casos incidentes ~ Casos prevalentes

N % N %

15 60,00 4 16,00 9,16 0,010

Casos
prevalentes Controles
N % N %
4 16,00 6 24,00 0,39 0,530

n=25 Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 3. Comparacion de la frecuencia de los diferentes grados de segmentacion neutrofilica

entre las madres de casos incidentes, prevalentes y controles. Villa Clara 2013 — 2018.

Prueba de
Grupo de Casos incidentes Casos prevalentes d|fereng|a 4
segmentacion proporciones
N % N %

Grupo | 91 85,8 102 96,2 0,008

Grupo Il 10 9,40 3 2,8 0,050

Grupo Il 5 4,70 1 0,9 0,120
Subtotal de 15 60,0 4 16,0 0,008
Hipersegmentacion

Casos incidentes Controles

Grupo | 91 85,8 100 94,3 0,041

Grupo Il 10 9,40 6 5,70 0,314

Grupo Il 5 4,70 0 0,00 0,029
Subtotal de 15 60,0 6 24,0 0,041
Hipersegmentacion

Casos prevalentes Controles

Grupo | 102 96,2 100 94,3 0,539

Grupo Il 3 2,8 6 5,70 0,334

Grupo llI 1 0,9 0 0,00 0,500
Subtotal de 4 16,0 6 24,0 0,539

Hipersegmentacion

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 4. Comparacion de la frecuencia de hipersegmentacion neutrofilica en las madres de los
casos con diferentes tipos de defectos congénitos folato-sensibles respecto a las de los
controles. Villa Clara 2013 — 2018.

Hipersegmentacion Conjunto de
Neutrofilica CCCT DTN HLP GS SD DC Controles
Si N 6 6 4 0 3 19 6
% 10,34 13,04 11,76 0,00 6,82 8,96 5,70
No N 52 40 30 30 41 193 100
% 89,66 86,96 88,24 100,00 93,18 91,04 94,30
X2 Valor 1,21 2,41 1,45 1,76 0,07 1,06
p 0,271 0,121 0,231 0,184 0,786 0,302

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis, SD:
sindrome Down. DC: defectos congénitos. Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 5. Concentraciones séricas maternas de los cinco oligoelementos en las madres de casos y controles. Villa Clara 2013 —
2018.

Niveles Casos incidentes Casos prevalentes Controles Kruskal Casos incidentes Ude
séricos Wallis + prevalentes Mann Whitney
Mediana 95% IC Mediana  95% IC Mediana  95% IC p Mediana 95%IC p

Zn 9,91 879-9,76 11,79 1122-11,92 11,95 11,42-1214 0,000 1091 10,09-10,76 0,001
Cu 20,56 19,69-22,21 15,84 16,09 -7,83 15,52 15,85-17,66 0,000 18,19 18,15-19,76 0,002

Ca 2,16 217-230 2,25 2,24 -2,37 223 224-237 0,010 2,19 2,16-2,35 0,317
Mg 0,74 0,72-0,77 0,79 0,78 -0,83 0,80 0,78-0,82 0,000 0,77 0,74 - 0,81 0,018
Fe 10,11 790-11,24 1230 10,73-13,55 10,89 10,79-12,76 0,000 10,89 9,74 -11,97 0,000

Zn: Cinc, Cu: cobre, Ca: calcio, Mg: Magnesio, Fe: hierro. Fuente: Base de datos de la investigacion.
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Figura 1. Concentraciones de oligoelementos en las madres de casos y controles. Villa Clara
2013 —2018.

Zn: Cinc, Cu: cobre, Ca: calcio, Mg: Magnesio, Fe: hierro. Fuente: Tabla 5.
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Figura 2. Concentraciones séricas maternas de oligoelementos segun tipo de defecto congénito

sensible a la deficiencia materna de acido félico. Villa Clara 2013 — 2018.

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis,

SD: sindrome Down. Zn: Cinc, Cu: cobre, Ca: calcio, Mg: Magnesio, Fe: hierro. Fuente: Anexo 7.



Tabla 6. Alteraciones en las concentraciones séricas maternas de oligoelementos como

factores de riesgo para DC folato-sensibles. Villa Clara 2013 — 2018.

X2 de
Pearson (*TE
Controles  Fisher)
Casos OR

Conjunto de DC No. % No. % Valor p Valor  95%IC
Niveles bajos de Zn 40 18,87 6 566 9,963 0,002 3,88 1,59- 9,47
Niveles elevados de Cu 39 18,39 8 7,55 6,60 0,010 2,76 1,24- 6,15
Niveles bajos de Ca 21 991 5 471 253 0,111
Niveles bajos de Mg 41 19,34 6 566 10,50 0,001 3,99 1,64- 9,75
Niveles bajos de Fe 13 613 0 0,00 0,006
Deficiencia multiple de
oligoelementos 32 15,09 2 3,45 0,000 9,24 2,17- 39,63

Zn: Cinc, Cu: cobre, Ca: calcio, Mg: Magnesio, Fe: hierro. Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 7. Concentraciones séricas maternas de Homocisteina en madres de casos incidentes, casos prevalentes y controles. Villa Clara
2013 - 2018.

Variable Casos incidentes Casos prevalentes Controles Kruskal Casos incidentes Ude
Wallis + prevalentes Mann Whitney
Mediana 95% IC Mediana  95% IC Mediana 95% IC p Mediana  95% IC p

Niveles 11,74 10,19-14,99 777 6,98 - 11,50 6,39 5,34 -7,44 0,040 10,56 9,26 - 12,58 0,000
de Hcis

Hcis: homocisteina. Fuente: Base de datos de la investigacion.
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Figura 3. Distribucion de las concentraciones séricas maternas de Homocisteina. Villa Clara 2013 — 2018.

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis, SD: sindrome

Down. Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 8. Concentraciones séricas de Homocisteina por tipo de DC. Villa Clara 2013 — 2018.

U de Mann
Grupode  Niveles de Homocisteina Controles Whitney
DC en los casos
Mediana 95% IC Mediana 95% IC p

CCCT 11,28 7,56 - 15,55 0,001
DTN 11,25 8,16 — 15,33 5,34 5,34 - 0,022
HLP 12,74 7,41-18,94 7,44 0,005
GS 6,56 3,62-11,72 0,331
SD 8,22 6,25 - 11,80 0,012
Conjunto 10,56 9,26 — 12,58 0,000
de DC

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis,
SD: sindrome Down. DC: defectos congénitos. Fuente: Base de datos de la investigacion.

Tabla 9. Hiperhomocisteinemia como factor de riesgo para los defectos congénitos folato-
sensibles. Villa Cara 2013- 2018.

Hiperhomocisteinemia TE
Controles Fisher
Casos (n=106) OR

Tipo de DC N % N % p Valor Clal 95%
CCCT (n=58) 3 5,17 0,154
DTN (n= 46) 3 6,52 0,036 12,25 1,17-1284
HLP (n=34) 2 5,88 1 0,94 0,037 19,60 1,50-256,3
GS (n=30) 0 0,00
SD (n=44) 1 2,27 0,284
Conjunto de DC (n=212) 9 4,25 0,016 10,76 1,31-88,47

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS:
gastrosquisis, SD: sindrome Down. DC: defectos conggenitos. Fuente: Base de datos de la investigacion.

Tabla 10. Relacién entre la hiperhomocisteinemia segmentacion neutrofilica.

TE

Presencia de No presencia de Fisher

hiperhomocisteinemia hiperhomocisteinemia OR

N % N % P Valor Clal 95%
Presencia de 6 60,00 6 6,70 0.000 21,00 4,63-
hipersegmentacion ’ 95,27
Segmentacion normal 4 40,00 84 93,30
Total 10 100,00 90 100,00

Fuente: Base de datos de la investigacion.



CAPITULO 4. ESTUDIO DEL POLIMORFISMO C677T DEL
GEN MTHFR EN MADRES CON DESCENDENCIA AFECTADA POR
DEFECTOS CONGENITOS FOLATO-SENSIBLES

4.1 Introduccion
El gen MTHFR codifica la enzima que interviene en la conversion de homocisteina a

metionina. Mutaciones en este gen, como el polimorfismo C677T provocan una disminucién
de un 50% de la actividad enzimatica que se manifiesta como un trastorno metabdlico: la
hiperhomocisteinemia, que entre otras alteraciones se describen efectos teratogénicos
embrionarios, los que pueden prevenirse mediante el incremento de la ingesta de un

micronutriente esencial: el acido félico. (239)

4.2 Objetivos

Para dar salida al cuarto objetivo de la tesis se planted establecer la relacion entre el
polimorfismo C677T del gen MTHFR vy la aparicién de los DC sensibles a la deficiencia
materna de &cido folico, bajo diferentes modelos de asociacion genética y su posible

interaccion con otras variables de riesgo.

4.3 Material y Métodos

4.3.1 Definicion de la muestra de estudio

El ADN disponible de la totalidad de las 318 madres, para el genotipado del SNP C677T del gen
MTHFR, se traslado a los laboratorios donde el analista fue seleccionando a ciegas cada una de
las muestras, una vez que se definié que no se podia realizar a todas, hasta completar las 135
muestras factibles de estudiar.

Con el animo de garantizar la validez interna de los resultados las muestras fueron trasladadas a
los laboratorios de analisis separadas en tres grupos: casos incidentes, casos prevalentes y
controles, identificado cada grupo solo por una letra y cada muestra identificada con un nimero.
Este procedimiento garantizd dos aspectos que introdujeron un componente aleatorio en el
muestreo, primero, la seleccion a ciegas, sin datos y sin conocimiento del analista, asi como que

todas las muestras tuvieran la misma posibilidad de ser incluidas.
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4.3.2 Metodologia del estudio molecular del polimorfismo C677T del gen MTHFR

4.3.2.1 Obtencion del ADN gendmico
Para dar cumplimiento al objetivo 4, se procedi6 a la extraccion de ADN gendémico a partir de

las 318 muestras de sangre disponibles depositadas en tubos cénicos de 50 ml, junto con 200 uL.
de EDTA como anticoagulante. Las muestras se conservaron refrigeradas a 8°C hasta el
momento de la extraccion de ADN.

En 111 muestras (68 madres de casos y 43 de controles) se obtuvo ADN genémico de leucocitos
de sangre periférica por parte del autor en el Laboratorio Multipropésito de la Unidad de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, previo
entrenamiento en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Genética de Sancti
Spiritus, mediante la técnica de precipitacion salina durante toda la noche, con empleo de
procedimientos estandarizados. (20)

En las restantes muestras la extraccion de ADN leucocitario se realizé de manera automatizada

mediante el equipo QIA Symphony SP en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro

Nacional de Genética Médica de la Habana, el cual utiliza tecnologia de particulas magnéticas.
La determinacion de la concentracion y pureza del ADN fue realizada mediante métodos
espectrofotométricos.

Para el analisis de la concentracién se obtuvo la absorbancia de la muestra a 260 nm vy, para
determinar la pureza se utiliz6 la proporcion de las absorbancias obtenidas a 260 nm y 280 nm
(260 nm/280 nm). Se considerd un buen nivel de pureza del ADN cuando estos valores
estuvieron en un rango 1,5y 2,0 nm, segdn lo descrito por otros investigadores. (72)

Se compararon los niveles de concentracion y pureza del ADN y fueron adecuados, tanto en las

muestras obtenidas por la técnica manual de precipitacién salina, como por la automatizada.

4.3.2.2 Caracterizacion del sistema polimorfico MTHFR C677T
El polimorfismo C677T se estudié mediante PCR/RFLP siguiendo protocolos estandarizados.

72) en los laboratorios de Biologia Molecular del Centro para la Investigacion y Rehabilitacion
de las Ataxias Hereditarias “Carlos J. Finlay” de Holguin y del Centro Nacional de Genetica
Médica de La Habana, En dos muestras se realizo el genotipaje a ciegas en ambos laboratorios.
El polimorfismo C677T fue demostrado después de amplificacién por PCR con el uso de los
siguientes cebadores, descritos por Frost en 1995 y utilizados en estudios previos realizados por
investigadores cubanos: Secuencia senso 5'-3: TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 'y
secuencia antisenso 5'-3": AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG. (72
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La PCR fue realizada en un volumen final de 25 pl utilizando 1 uL de una disolucion 1/10 del
ADN purificado, en una mezcla de reaccion conteniendo 1x el buffer de la polimerasa utilizada,
cada deoxinucledtido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) a concentracion final de 0,2 pM,
MgCl a 1,5 uM, cada cebador a 0,2 uM y 2 unidades de la Taq polimerasa.

La amplificacion se realizé en un termociclador MJ Research modelo GIANT, los ciclos de
temperatura incluyeron un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos, seguido de
35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por un minuto, hibridacion de los cebadores a 68°C por
un minuto, y polimerizacion a 72°C por un minuto, seguido de polimerizacion final a 72°C por
10 minutos.

La digestion enzimadtica del fragmento amplificado fue realizada en un volumen final de 30 pl
conteniendo 15 pl del producto amplificado en buffer 1X CutSmart de la firma New England
Biolabs y 2 unidades de enzima Hinfl de la misma firma comercial durante 3 a 5 horas, la cual
presenta la secuencia nucleotidica de reconocimiento: 5'- GANTC-3'y revel6 un polimorfismo
bi-alélico que produjo fragmentos de diferentes tamafios: uno de 198 pb correspondiente al alelo
C (con ausencia del sitio de corte para la enzima de restriccion) y dos fragmentos de 175 pb 'y
23 pb correspondientes al alelo T (con presencia del sitio de restriccion). (72)

Los fragmentos correspondientes a cada muestra fueron caracterizados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 3% con 0,5 pg/del de bromuro de etidio a 9 V/cm durante 55 minutos,
incorporandose en cada corrida electroforética el marcador de peso molecular de 25 pb. Ver
imagen de la corrida electroforética en el Anexo 1.

4.3.3 Variables moleculares
- Alelos MTHFR C677T: Cada una de las dos formas alternativas del polimorfismo C677T del

gen MTHFR, segun la corrida electroforética. Valores finales: “C” (alelo salvaje) o “T” (alelo
mutado).

- Genotipo MTHFR C677T: Combinacion dos a dos, de alelos para el polimorfismo C677T,
caracteristicos de cada individuo; segun la corrida electroforética. Valores finales:
“homocigdtico 677CC”, “heterocigotico 677CT” u “homocigodtico 677TT”. 241y En la Figura 1
se muestra una fotografia de una corrida electroforética donde aparecen los genotipos
homocigéticos 677CCy 677TT.
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Carrilera 1: Marcador de peso molecular 25 pb
Carrilera 2: Genotipo homocigoto 677CC
Carrilera 3: Genotipo homocigoto 677TT

Figura 1. Electroforesis de los productos de restriccion con la enzima MTHFR en el polimorfismo
Ce77T.

4.3.4 Técnicas estadisticas empleadas para determinar la existencia de equilibrio génico
Para verificar si el polimorfismo C677T estaba en equilibrio génico de Hardy-Weinberg (EHW)

en el grupo total de 173 controles empleados para este analisis, se calculd el Ji cuadrado de
bondad del ajuste, para lo que se determinaron las frecuencias alélicas suponiendo EHW, para
ello se emplearon las formulas habituales: alelo 677C= 2CC+CT/2n, alelo 677T=2TT+CT/2n.
A partir de dichas frecuencias se obtuvieron las frecuencias genotipicas esperadas (CC=p?,
CT=2pqy TT=¢?). 2a1)

Si las frecuencias genotipicas observadas y las esperadas no mostraban diferencias significativas
y el valor del Ji calculado resultaba menor que el tabulado para un nivel de significacion o =
0,05 y dos grados de libertad (3,84), se aceptaba la hipétesis nula, la que expresaba que existia
EHW.

Dado el limitado nimero de estudios moleculares que se pudieron realizar en las madres del
grupo control procedente del presente estudio (45 muestras y de ellas dos sin resultados), tanto
para la comprobacion del equilibrio poblacional, como para el analisis de los diferentes estudios
de asociacion se utilizaron, previa autorizacion de su investigador principal, los resultados de la
genotificacion de 130 controles provenientes del Gnico estudio poblacional del que existen
evidencias de haber analizado este polimorfismo en Cuba, realizado en Holguin, provincia que
junto a Villa Clara y Sancti Spiritus son las unicas tres provincias del pais con mas del 80% de
su poblacion con color de la piel blanco. (152

Previo a la incorporacién de esta muestra al grupo control de este estudio, se valoré la existencia

de equilibrio Hardy Weinberg en los controles procedentes de cada provincia por separado.
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Se realizo, ademas, un analisis de las frecuencias genotipicas observadas entre las muestras
controles de ambas provincias, para comprobar que no existian diferencias significativas entre
las mismas, como requisito para ser empleadas en el analisis de equilibrio génico y en los

estudios de asociacion genética.

4.3.5 Determinacion de las frecuencias génicas y genotipicas en las madres de casos y
controles
La distribucion de las frecuencias génicas y genotipicas entre las madres de los casos y las de

los controles se compar6 mediante la prueba de Ji cuadrado. Se realiz6 un analisis de la
homogeneidad de la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en la totalidad de las
madres de los casos y de los controles.

Con el fin de argumentar la apropiada utilizacion de los controles procedentes del estudio
realizado en Holguin, se realiz6 ademas un analisis donde se compararon las frecuencias
genotipicas entre las madres de los casos y controles procedentes del presente estudio y entre
casos del presente estudio y controles de Holguin.

Se determinaron las frecuencias génicas y genotipicas para las muestras de los cinco tipos de
DC y se compararon respecto a las frecuencias en madres del grupo control, mediante prueba de
Ji cuadrado.

4.3.6 Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T del gen MTHFR
Una vez que se dispuso de los genotipos correspondientes al SNP estudiado en madres de casos

y de los controles y comprobada la existencia de equilibrio génico, se procedié a comprobar
mediante los disefios de asociacion genética establecidos y bajo la hipotesis nula de que ninguno
de los dos alelos del polimorfismo se asociaba méas a casos que a controles de lo que cabria
esperar por el azar. Teniendo en cuenta que es un polimorfismo no funcional, se probaron
modelos que establecen asociaciones hipotéticas bajo siete diferentes relaciones de dominancia
entre los alelos: cuatro de codominancia y los modelos de dominancia, recesividad y aditivo.

(241)

4.3.7 Relacion entre el genotipo y otras variables de riesgo
Para evaluar la posible interaccion de otras variables de riesgo y el genotipo materno del

polimorfismo C677T se analizd la presencia de las variables de riesgo: hipersegmentacion
neutrofilica, umbral de riesgo de la Hcis, hiperhomocisteinemia, niveles bajos o elevados de

oligoelementos y deficiencia multiple de micronutrientes, en la muestra con estudio molecular,
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considerando los diferentes genotipos, sin tener en cuenta su condicion de madres de casos o de
controles, para comparar las frecuencias de dichas variables de riesgos entre los tres genotipos
mediante prueba de Ji cuadrado de Kruskal Wallis.

Con estas variables de riesgo se realizé un anélisis, segin la condicion de madre de caso
incidente, prevalente y control, solo para la muestra genotipada, para caracterizar la misma y
evaluar su similitud respecto al comportamiento de dichas variables en la muestra total.

Se efectu6 un andlisis multivariado mediante regresion logistica binaria por el método
condicional, en las 133 madres en las que se obtuvo resultado en el genotipaje del polimorfismo
C677T; se analizaron 25 variables epidemioldgicas y nutricionales, excepto las relacionadas con
los niveles de Hcis y se incluyé la presencia del genotipo de riesgo TT, para un total de 26
variables.

Por dltimo, se realizd un analisis que incluyé a las 83 mujeres en las que se realizd la

determinacion de los niveles de Hcis y ademas el genotipaje, incluyendo 28 variables en total.

4.4 Resultados

4.4.1 Estudio del equilibrio génico en el polimorfismo MTHFR C677T

Las frecuencias genotipicas observadas en el conjunto de 173 controles, aparecen en la Tabla
1, para el genotipo de riesgo 677TT fue de 0,06, mientras que la frecuencia genotipica esperada
calculada para este genotipo fue de 0,10. Las frecuencias genotipicas observadas y las
esperadas no mostraron diferencias significativas (p= 0,22) para la prueba de x? de bondad de
ajuste (valor: 3,41) pues resulté menor que el tabulado para un nivel de significacion o = 0,05
y dos grados de libertad (3,84), (241) por lo que se constaté la presencia de EHW.

En las madres del grupo control del presente estudio (n=43) se constato la existencia de HHW,
el valor de x? de bondad de ajuste fue de 0,77 (p=0,72). De igual forma, previo a la
incorporacion de los 130 controles provenientes del estudio del polimorfismo MTHFR C677T
realizado por Almaguer y colaboradores en Holguin (72 se verificé la existencia de EHW (x?
=2,64y p=0,22). (Anexo 2)

4.4.2 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo MTHFR C677T

En la Tabla 2 se presenta el analisis de las frecuencias genotipicas y alélicas entre los casos y
el total de 173 controles procedentes de ambas provincias, se constato que la frecuencia del
genotipo homocig6tico mutado (TT) fue de 0,14 en las madres con descendencia afectada por

DC folato-sensibles y de 0,06 en las madres del grupo control, diferencias que resultaron
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significativas (p= 0,041). El alelo T tuvo una frecuencia de 0,37 en los casos y 0,32 en los
controles. Las frecuencias alélicas entre casos y controles no resultaron diferentes, para
ninguno de los dos alelos.

En el Anexo 3 se observa que al comparar las frecuencias de los diferentes genotipos (677TT,
677CT y 677CC) de las madres de los casos y de los 43 controles del presente estudio con
resultado del estudio molecular, no se observaron diferencias significativas.

Tampoco se observaron diferencias al comparar las frecuencias de los tres genotipos entre las
madres de los casos y de los 130 controles de Holguin, sin embargo; si se observaron
diferencias significativas cuando se compard la frecuencia del genotipo TT entre las madres de

los casos y de los 173 controles procedentes de ambas provincias. (Anexo 3)

4.4.2.1 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo MTHFR C677T en los diferentes tipos
de defectos congénitos sensibles a la deficiencia materna de &cido f6lico
Las frecuencias genotipicas mas elevadas para el genotipo mutado TT se observaron entre las

madres de casos con DTN, seguido de las HLP y las CCCT, mientras que las frecuencias
alélicas mas altas para el alelo mutado T se constataron entre las madres de hijos con DTN,
CCCT y SD. Ladistribucién de frecuencias de los genotipos y los alelos en la muestra de casos

con diferentes DC fue homogénea. (Tabla 3)

4.4.3 Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T en la muestra total y por
defectos congénitos especificos
En la Tabla 4 se muestran los diferentes modelos de asociacion genética en el polimorfismo

C677T del gen MTHFR en la totalidad de los casos y los controles, donde se observaron
diferencias significativas en el modelo de codominancia TT versus (vs) CT [OR 2,57(IC 95%
1,06-6,23) (p=0,033)] y en el modelo recesivo TT vs CT + CC [OR 2,48 (IC) 95% 1,06 -5,80)
(p=0,031)].

En la Tabla 5 se observa que no existieron diferencias significativas en ninguno de los modelos
de asociacion genética para las CCCT.

En la Tabla 6 se muestran los estudios de asociacion genética para las madres de productos con
DTN. Se observaron asociaciones significativas entre el alelo T y estos defectos congénitos,
en tres modelos genéticos de codominancia TT vs CC [OR 4,87 (IC 95% 1,31-18,06), (TT vs
CT)y(CCvsTT), asi como en los modelos de recesividad TT vs CT + CC [OR 3,88 (IC) 95%
1,22-12,35)] y en el modelo aditivo (T vs C). Cuando se analizo la asociacion para el modelo
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CC vs TT, el OR: 0,21 (IC 95% 0,05-0,76) p= 0,011, mostré un efecto protector para la
ausencia del alelo T.

No se encontro6 asociacion significativa en ninguno de los analisis de los diferentes modelos de
asociacion genética en las madres de los casos con HLP. (Tabla 7).

En la Tabla 8 se observa que el genotipo de riesgo 677TT no se identifico en ninguna de las
madres con descendencia afectada por GS y, solamente en dos de ellas, se constatd la presencia
del genotipo heterocig6tico 677CT. Tampoco se evidencio asociacion significativa en ninguno
de los modelos analizados. El 80 % de las madres de los casos no presentaron el alelo T, en
dosis unica ni en doble dosis.

De igual forma, en ninguno de los analisis de los diferentes modelos de asociacion genética de

las madres de los casos con SD se encontré asociacion significativa. (Tabla 9)

4.4.4 Relacion entre los genotipos del polimorfismo C677T y otras variables de riesgo
Al relacionar los diferentes genotipos maternos con las variables de riesgo, con independencia

de la condicién de ser caso o control, se observo que en todas las variables las frecuencias
fueron superiores en el genotipo TT, se constataron diferencias significativas entre la presencia
de hipersegmentacion neutrofilica, niveles de riesgo de Hcis e hiperhomocisteinemia entre los
diferentes genotipos. (Tabla 10).

En el Anexo 4, el anélisis de la frecuencia de las variables de riesgo entre las madres de los
casos incidentes, prevalentes y en las de los 43 controles procedentes de Villa Clara en las que
se realizd el genotipaje del polimorfismo C677T, se constataron diferencias significativas en
la hipersegmentacion neutrofilica, hiperhomocisteinemia, niveles bajos de Zn, Fe y Mg, niveles
elevados de Cu, asi como la deficiencia de varios micronutrientes. En todas las variables las
diferencias fueron a expensas de mayor frecuencia en los casos incidentes.

Todas estas variables tuvieron el mismo comportamiento en la muestra total de la
investigacion, entre el conjunto de madres de casos respecto a las de los controles, con
excepcion de la hipersegmentacion neutrofilica.

En la muestra genotipada la presencia del alelo de riesgo, en estado homocigoto o heterocigoto
(TT o CT) no fueron diferentes entre madres de casos incidentes, prevalentes y controles.
(Anexo 4).
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4.4.4.1 Concentraciones maternas de Homocisteina segin genotipo del polimorfismo C677T
Las concentraciones de Hcis mas elevadas se constataron en las mujeres con el genotipo

mutado TT (18,40 umol/L), seguido de aquellas con genotipo heterocigotico con la presencia
del alelo de riesgo T, mientras que en aquellas con genotipo CC tuvieron niveles de Hcis 3,5

veces mas bajos (5,28 umol/L), diferencias que resultaron altamente significativas. (Figura 1)

4.4.5 Analisis conjunto de las variables epidemiolodgicas, analiticas y moleculares
En una primera evaluacion conjunta del efecto de 26 variables epidemioldgicas, analiticas v el

polimorfismo, donde se incluyeron las 133 madres de los casos y controles en las que se
obtuvieron resultados del genotipaje, el porcentaje global de clasificacion correcta fue de 85,7%;
90,0% en los casos y 76,7% en los controles. De las ocho variables incluidas en la ecuacion,
cinco resultaron significativas: periodo intergenésico corto, consumo deficiente de folatos,
madre adolescente, no consumo preconcepcional de &cido félico y deficiencia mdultiple de
micronutrientes. (Anexo 5)

En otro analisis donde se incluyeron, ademas de las variables anteriores, los niveles de riesgo
de Hcis y la hiperhomocisteinemia, para un total de 28 variables en 83 madres que se les realiz6
la determinacién de Hcis y genotipaje, el porcentaje global de clasificacion correcta fue de
83,1%; 77,6% en los casos y 91,2% en los controles. De las siete variables incluidas en la
ecuacioén, en cuatro se observo significacion estadistica, estas fueron: consumo de tabletas
anticonceptivas, consumo deficiente de folatos, consumo de otros antagonistas del acido félico

y umbral de riesgo para la Homocisteina. (Anexo 6)

4.5 Discusion

4.5.1 Estudio del equilibrio génico de Hardy Weinberg en el polimorfismo C677T

Las investigaciones que evaltan equilibrio génico y los anélisis para detectar asociacion
genética en diferentes polimorfismos, como regla son realizadas en estudios colaborativos que
incluyen muestras procedentes de varias poblaciones, lo que se fundamenta en la necesidad de
muestras NUMerosas. (242) (243) 244y Mas recientemente se buscan también diferentes poblaciones
para realizar lo que se conoce como estudios de mapeo de mezclas. (24s)

AUn con la inclusion del resultado del genotipaje de los controles de dos provincias cubanas,
el nimero de controles resulta bajo al compararlo con estudios multicéntricos que incluyen

cifras de tres digitos 0 mas. (242) (243) (244)
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La comprobacion de existencia de equilibrio génico en la muestra que se decidi6 seria utilizada
como control, es considerada definitoria para poder efectuar estudios de asociacion genética,
toda vez que, de no cumplirse este presupuesto, los estudios de asociacion no se hubieran
podido realizar, por la imposibilidad de ser interpretados cabalmente, ya que no seria posible
inferir como cierta la existencia de asociacion preferencial del alelo de riesgo al DC en estudio,
ni descartar que fuera debida a la presencia de algunos factores que alteran este equilibrio en
las poblaciones. (241

Al comprobarse la existencia de equilibrio de Hardy Weinberg tanto en la muestra control
procedente de Villa Clara, como en la muestra control procedente de Holguin por separado,
comprobar que no existian diferencias en el comportamiento de ambas muestras controles por
separado al compararlas con las madres de los casos de esta investigacion, asi como el resultado
de que no se encontraron diferencias en las frecuencias genotipicas observadas entre los
controles de ambas poblaciones, lo que, junto a una composicion étnica similar en dichas
provincias, permitio disponer de los requisitos necesarios para proceder a la unificacion de

ambas muestras controles para llevar a cabo el estudio de asociacion genética proyectado.

4.5.2 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C677T
En el presente estudio, mas de la mitad de las personas del grupo control son heterocigotas

677CT y alrededor de un seis por ciento son homocigotas 677TT. La frecuencia alélica del
alelo mutado T fue superior en el grupo de casos que en los controles. Resultado similar al
encontrado por Nauman (73) en estudio de casos y controles realizado en Pakistan, donde la
frecuencia de los genotipos TT y CT fue mayor entre las 109 mujeres con descendencia
afectada por DC que en las 100 mujeres del grupo control, también la frecuencia del alelo T
fue superior a la del alelo C en los casos.

El gen MTHFR presenta una gran heterogeneidad genética alélica, aproximadamente el 90%
de la poblacion europea presenta alguna de las variantes con una frecuencia mayor al 1%. La
variante polimorfica mas comdnmente estudiada y que mas influye en la reduccién de la forma
biologicamente activa del acido folico es la C677T (rs1801133). (s9)

La frecuencia de heterocigotos 677CT observada en el grupo control resulta discretamente
inferior a la identificada en un estudio poblacional realizado en Colombia (52,6%), mientras
que la frecuencia de individuos homocigdticos para el alelo de riesgo T en la poblacién

colombiana duplica (13,2%) a la constatada en el presente estudio. (239
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Las personas con genotipo heterocigoto CT y homocigoto TT tienen aproximadamente entre
30-35% y 60- 70% de reduccion de la actividad enzimatica de MTHFR in vitro,
respectivamente. (9) (230)

En las poblaciones indigenas de México y América Central se describen frecuencias muy
elevadas del alelo T. En una investigacion realizada con el objetivo de explorar una hipétesis
evolutiva para esta elevada frecuencia de un alelo que se ha relacionado con efectos clinicos
deletéreos, como algunos DC, eventos cardiovasculares y determinados tipos de cancer los
investigadores observaron que la frecuencia del alelo T decrece del Sudeste al Noroeste y se
correlaciond significativamente con la longitud, latitud, altitud e intensidad de la irradiacién
solar. Se plantea hipotéticamente que los altos niveles de folatos caracteristicos de la dieta de
estas poblaciones pudiesen mitigar el efecto negativo que pudiera tener la presencia del
genotipo homocigo6tico para el alelo mutado en estas poblaciones. (246)

4.5.2.1 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C677T en los diferentes tipos de defectos
congénitos sensibles a la deficiencia materna de acido félico
En las madres de los casos con DTN se observaron las frecuencias genotipicas mas elevadas

del genotipo homocigoto 677TT, coincidente con lo descrito por Cai, (136 aunque este
investigador constatd ademas, que las madres con genotipo heterocigdtico 677CT también
presentaron riesgo de tener descendencia con DTN.

En el presente estudio se observo que las madres con el alelo mutado 677T tenian un mayor
riesgo de tener DTN en la progenie, que aquellas con el alelo salvaje 677C, consistente con lo
descrito por otros investigadores, quienes identifican una mayor frecuencia del menor alelo del
polimorfismo C6677 en las madres de los casos con DTN que en la de los controles. (73) (247
Existen, sin embargo; inconsistencias entre los diferentes estudios, para algunos investigadores
el polimorfismo MTHFR C677T constituye un factor de riesgo para los DTN y para otros no,
lo cual puede estar en relacién a diferentes ajustes de las variables, ademas de que se requieren
tamafos muestrales mucho mayores para poder obtener resultados mas robustos. (13)

Fang 247y en un estudio de casos y controles comparo las frecuencias genotipicas y alélicas de
152 pacientes con DTN y 169 controles sanos y observaron que para el polimorfismo MTHFR
C677T el riesgo de presentar DTN se incrementa significativamente en los pacientes con el
alelo T o con el genotipo TT. También en un meta-anélisis realizado por investigadores chinos,
que incluyd 1500 casos y 1650 controles, concluyeron que el polimorfismo materno MTHFR

C677T se asocid significativamente con el riesgo de tener descendencia con DTN, (24s)
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Por el contrario, en un estudio realizado en el oeste de México no se encontraron evidencias de
que el estado de homocigocidad o heterocigocidad materno para la variante polimorfica
MTHFR C677T estuviera asociada a la presencia de DTN en la descendencia. (249)

Luego de los DTN, las frecuencias genotipicas mas elevadas del genotipo 677TT se observaron
entre las madres de los casos con HLP y de las CCCT. El tubo neural, la cavidad oral y el tracto
de salida del corazon estan embrioldgicamente relacionados, de hecho, las células de la cresta
neural que contribuyen a la formacién de los dientes y la region orofacial se originan de las
regiones dorsolaterales del tubo neural, mientras que los DC del corazon y de las grandes
arterias tienen un origen embrioldgico comun, ya que también derivan de las células cardiacas
de la cresta neural y del segundo campo cardiaco. (26) (27) (242)

El paladar hendido y el LL con paladar hendido son DC diferentes pero relacionados, que
comparten varios hallazgos clinicos y probablemente agentes causales. (242)

Se han realizado varios estudios que evaltan la asociacion del polimorfismo materno MTHFR
C677T y la presencia de HLP en la descendencia con resultados contradictorios, asi
investigadores italianos encontraron que el genotipo 677TT en las madres, incremento el riesgo
de presentar hendidura labial con o sin paladar hendido en la descendencia. (2s0) Sin embargo,
estos mismos investigadores cuando realizaron un estudio de base familiar de tres SNP
relacionados con la via metabolica del AF, entre ellos el MTHFR C677T, en 129 familias
italianas y 65 familias asiaticas con PH aislado, no encontraron evidencias de asociacion entre
este polimorfismo y la presencia del DC en la descendencia. (242

De igual forma, en un reciente meta-analisis con el objetivo de evaluar la asociacion del
polimorfismo MTHFR C677T y la presencia de HLP, que incluy6 4710 casos con HLP y 7271
controles, no se encontrd asociacion entre la presencia este SNP en las madres y la presencia
del DC en la descendencia. (2s1) Incluso en otro estudio, la presencia el alelo 677T de este
polimorfismo en nifios, parecié tener un efecto protector para la aparicién de HLP en una
muestra poblacional de Asia. (243

Debido a que el gen MTHFR desempefia un papel fundamental en el metabolismo del folato
mediante la afectacion global de los patrones de metilacion del ADN, lo que resulta esencial
para el desarrollo embrionario y para la formacion del sistema cardiovascular, ha centrado la

atencion como un factor de riesgo genético para las CC. (24) (42) (252)
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En la literatura aparecen resultados de multiples estudios que evaltian la asociacion el
polimorfismo C677T y la presencia de CC, pero existen controversias a la hora de arribar a
conclusiones especificas. 74y En tal sentido, investigadores chinos realizaron un meta-analisis
donde concluyeron que el alelo de riesgo T constituye un factor de riesgo genético para la
aparicion de cardiopatias congeénitas en la descendencia. (7o)

Las frecuencias genicas para el alelo T y genotipicas para el genotipo homocigotico TT en las
madres de los casos con CCCT en el presente estudio son inferiores a las observadas en un
estudio de casos y controles de base hospitalaria realizado por Wang, (2s2) quien identificé una
frecuencia alélica para 677T de 0,49 y una frecuencia del genotipo homocigético TT de 0,31
en madres de casos con CCCT, aunque los autores reconocen que por tratarse de un estudio de
base hospitalaria puede no ser representativo de la poblacion general.

Sin embargo, en un meta-analisis de base familiar que incluy6 19 estudios con 4219 casos y
20 123 controles, se encontrd una asociacion significativa entre el genotipo materno TT y la
presencia de CC en la descendencia. [OR: 1,52 (1,09-2,11) p=0,01]. (253

Una investigacion que evalud la presencia del polimorfismo MTHFR C677T en ambos
progenitores, encontrd que la presencia del genotipo 677TT, tanto en las madres como en los
padres, estuvo asociado al riesgo de presentar un grupo de CC en la descendencia, con
excepcion de los defectos septales ventriculares. (7s)

En el presente estudio las frecuencias génicas mas altas para el alelo 677T se observaron en las
madres de los casos con DTN y CCCT, seguido de aquellas con descendencia con SD, a tono
con lo referido por Guo (74) respecto a que la mutacion 677C>T es un factor de riesgo para los
DTN y para el SD, lo que se explica por el hecho de que el gen MTHFR resulta clave para el
mantenimiento de la heterocromatina, un determinante crucial para la estabilidad genémica y
una segregacion cromosomica precisa. (es)

La deficiencia de AF y los polimorfismos del gen MTHFR originan alteraciones en la
metilacion del ADN y en la segregacién cromosémica. La hipometilacién del ADN
centromérico ha sido sugerido como mecanismo causal de la no disyuncion meiotica. Las
irregularidades en el patron de metilacion de los centromeros conllevan a la formacion

aberrante de los cinetocoros, que resulta en una segregacion anormal de los cromosomas. (ss)

82



Aunque en la literatura cientifica no existe un consenso sobre la relacion entre los diferentes
polimorfismos del gen MTHFR y la aparicion de SD, existen estudios en diferentes
poblaciones donde se observo asociacion (2s4) y otras en las que no. (2ss)

La no identificacion del genotipo de riesgo 677TT en las madres con descendencia afectada
por GS en el presente estudio, puede deberse a que se solamente se genotiparon 10 mujeres
con hijos con este DC y la baja frecuencia del alelo mutado en la poblacion.

Existen numerosos articulos en la literatura cientifica sobre la asociacion de este DC folato-
sensible y el polimorfismo en estudio, los que se refieren en el proximo epigrafe. El hecho de
encontrar un posible efecto protector del alelo C, para las madres de hijos con GS, dado porque
el porcentaje de madres con genotipo CC fue mayor entre las madres de los casos que entre las

de los controles, es una evidencia indirecta del riesgo asociado al alelo T.

4.5.3 Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T
Las asociaciones alélicas encontradas para la presencia del alelo de riesgo 677T, en las madres

de productos con DC sensibles a la deficiencia materna de AF, coincide con lo referido en la
literatura donde se considera este polimorfismo como riesgo genético para una mayor
susceptibilidad de ocurrencia de dichos defectos. (7o) (71) 76y La mayoria de los estudios
publicados provienen de estudios de DC particulares. (70) (71) (76) (249) (2549 NO se encontraron
evidencias de estudios para el conjunto de cinco DC incluidos en el presente estudio.

La asociacion, que se hizo evidente en los modelos de codominancia (TT vs CT) y en el modelo
recesivo (TT vs CT + CC), también ha sido la mas frecuentemente observada, si bien en
estudios de algunos de estos DC (2s6) (257) Y no en la totalidad, como se refirié antes, lo que
puede considerarse un enfoque novedoso.

Las evidencias de que las madres de los casos con DTN mostraran diferencias significativas
en los modelos de codominancia TT vs CC y TT vs CT, asi como en los modelos recesivo y
aditivo, indican asociacion entre la presencia del alelo T en su estado homocigoto y la aparicién
de los DTN. El término codominante implica que los tres genotipos (CC, CT y TT) pueden
tener diferentes riesgos fenotipicos asociados. (241

La evidencia de asociacion entre el alelo C en estado de homocigocis y la condicion de ausencia
del DC, en el modelo de codominancia CC vs TT, indica que en el presente estudio la ausencia

del alelo de riesgo T se comporta como un factor protector para los DTN.
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En un meta-analisis que incluyd 13 estudios que incluyeron 1500 casos (madres con
descendencia afectada por DTN) y 1654 controles, donde se observo que el riesgo combinado
para los DTN en la descendencia de las madres en el modelo recesivo (TT vs CT+CC) y en el
modelo aditivo (T vs C) fue de 1,65 y 1,39; respectivamente. (24s)

En los Paises Bajos, entre el 14% y el 16% de las madres y entre el 10% y el 15% de los padres
con hijos con espina bifida y, entre el 3% al 18% de estos nifios presentan el genotipo
homocigotico para el alelo de riesgo T, mientras que la incidencia de esta mutacion en el gen
MTHFR en la poblacién sana es de solo el 5%. (2sg)

En el presente estudio en ninguno de los andlisis de los modelos de asociacion genética de las
madres de los casos con CCCT se encontrd asociacion significativa, lo que difiere con lo
observado por Shi (13) quien encontré que el polimorfismo materno C677T incremento
significativamente el riesgo de CC en la descendencia en un 524% [OR: 6,24 (2,87- 13,56)] en
el modelo recesivo.

De igual forma, en un meta-analisis realizado con el objetivo de evaluar la asociacion de este
polimorfismo materno con la presencia de CC en la descendencia, se observo un incremento
del riesgo en los modelos recesivo [OR: 1,69 (1,25-2,30)], aditivo [OR: 1,32 (1,14- 1,53)],
dominante [OR: 1,35 (1,11-1,64)], modelos codominantes heterocigoto (TT vs CT) y
homocigoto (TT vs CC) con [OR: 1,20 (1,01-1,41)] y [OR: 1,75 (1,31-2,33)], respectivamente.
(256)

En otro meta-analisis se analizé la presencia de este polimorfismo como potencial factor de
riesgo, pero en este caso en poblacion pediatrica y se constatd asociacion entre el polimorfismo
MTHFR C677T vy la presencia de CC en todos los modelos de asociacion genética evaluados.
Se concluye que este polimorfismo constituye un factor de riesgo genético asociado a la
aparicion de CC en la poblacion pediatrica en China. (244)

Otros investigadores, en estudios de interaccion gen-ambiente, informan asociacién entre el
modelo recesivo (TT vs CC+CT) en la descendencia y la ocupacion de las madres y el consumo
de medicamentos durante la gestacion. (257

La no identificacion de significacion asociada en las madres con descedencia afectada por HLP
en ninguno de los siete modelos de asociacién genética realizados, concuerda con

investigadores chilenos quienes no encontraron asociacion entre el polimorfismo C677T del
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gen MTHFR, los niveles de metilacion del ADN vy la presencia de HLP en 95 casos con este
tipo de DC e igual cantidad de controles. (259

En el Sur de la India, Addulla (260) encontré una baja frecuencia del alelo 677T de este
polimorfismo, tanto en el grupo de casos con HLP como en los controles, las frecuencias del
genotipo homocigoto 677TT y del heterocigoto 677CT fueron de 16%, tanto en casos como en
los controles, no evidenciandose asociacion en ninguno de los modelos.

Sin embargo, en un meta-andlisis que incluyd a 38 estudios con 6525 nifios con HLP y 8606
controles se constatd asociacion entre el polimorfismo C677T y la presencia de HLP en
poblaciones caucésicas y mestizas, pero no en poblaciones asiaticas. (7e)

También Rai (78) en un meta-anélisis realizado en el afio 2015 encontrd una fuerte asociacion
entre el polimorfismo MTHFR C677T y la presencia de HLP en todos los modelos de
asociacion genética estudiados, excepto para el modelo codominante homocig6tico. Modelo
aditivo T vs. C [OR =1,24 (1,1-1,4)], modelo dominante para TT + CT vs. CC: [OR = 1,29
(1,04-1,59)], modelo codominante CT vs. CC: [OR = 1,26 (0,98-1,63)]; modelo recesivo TT
vs. CT + CC: [OR =1,36 (1,05-1,74)]; y modelo codominante para TT vs. CC: [OR =1,02
(0,74-1,4)].

La no identificacion de asociacion entre la presencia del polimorfismo C677T en las madres y
la presencia de GS en la descendencia en el presente estudio, coincide con Katlan, ¢s1) quien
alega que este polimorfismo se asocia a una serie de DC de la linea media, como los DTN, las
HLP y la GS.

Multiples investigaciones han evaluado la asociacion entre la presencia de este DC con
diferentes factores de riesgo ambientales, aunque como DC de origen multifactorial también
se invocan factores genéticos en su origen. (192) (194) Asi, Salinas (s2) en un meta-analisis donde
incluyo siete estudios sobre asociacion genética publicados entre los afios 1980 y 2017, donde
se estudiaron 34 SNP en 24 genes, encontraron asociacion significativa en cuatro
polimorfismos en tres genes relacionados con la regulacion de la tension arterial, concluyendo
que esta evidencia apoya la hipotesis de una disrupcion vascular en el origen de este DC.
Otros investigadores describen asociacion entre SNP en genes relacionados, ademas de con la
tensiéon arterial, con los procesos de angiogénesis, migracion endotelial y remodelacién

vascular; concluyendo que estos hallazgos estan a tono con lo referido en la literatura respecto
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a que las alteraciones placentarias, como la corangiosis y la vacuolizacion del amniocito,
asociado con la hipoxia fetal cronica y la disrupcion vascular en casos de GS. (262

En el genotipaje de las madres con descendencia afectada con sindrome Down, en la presente
investigacién, no se evidencié asociacion en ninguno de los siete modelos genéticos
analizados, lo que coincide con un meta-analisis que incluyo cinco estudios, donde el analisis
de cuatro modelos de asociacion genética sugiere que el polimorfismo MTHFR C677T no
contribuyd al riesgo de SD. (263)

Contrario a la constatado por Rai (sg) quien en meta-analisis que incluy6 a 3098 madres de casos
con SD y 4852 controles, luego de estimar el OR bajo cinco modelos de asociacion genética
encontrd asociacion entre el SNP rs1801133 y la presencia de SD en la descendencia en todos
los modelos de asociacion genética, excepto en el modelo recesivo (para T vs. C, OR=1.26
(1.09-1.46, p=0.001); para TT vs. CC, OR=1.49 (1.13-1.97, p=0.008); para CT vs. CC,
OR=1.29 (1.10-1.51, p=0.001); para TT+CT vs. CC, OR=1.35 (1.13-1.60, p=0.0008); y para
TT vs. CT+CC, OR=0.76 (0.60-0.94, p=0.01).

Excepto para la avanzada edad materna, los factores de riesgo maternos para la no disyuncién
meidtica no estan bien establecidos. A comienzos del siglo XXI el resultado de un estudio
preliminar sugirié que el polimorfismo C677T del gen MTHFR podria ser un factor de riesgo
materno para el SD. (264)

Estos resultados sustentan el criterio de que el SNP materno C677T constituye un factor de
riesgo para la presencia de SD en la descendencia, por lo que no encontrar asociacion en
ninguno de los siete modelos anaizados en la presente investigacion, podria estar motivado por

el reducido nimero de madres a las que se les realizé el genotipaje del polimorfismo.

4.5.4 Relacion entre los genotipos del polimorfismo C677T y otras variables de riesgo en el
analisis bivariado y multivariado

El comportamiento similar de las variables de riesgo en los dos estudios de asociacion, uno la
asociacion encontrada en la muestra genotipada entre madres de casos incidentes y prevalentes
de conjunto, respecto a las de los controles, y la otra la de los resultados del estudio de
asociacion en la muestra total entre madres de casos incidentes y prevalentes de conjunto,
respecto a las de los controles refleja que no existen evidencias para dudar que la asociacién

genetica significativa encontrada en la muestra genotipada, fuese diferente a lo que cabria
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esperar para la muestra conjunta, si se hubiera podido genotipar la totalidad de las madres
incluidas en el estudio.

Las variables de riesgo que fueron significativas fueron coincidentes en ambos estudios de
asociacion; con excepcion de la hipersegmentacion neutrofilica, variable hematoldgica
considerada como un marcador indirecto de la deficiencia de AF, cuya deficiencia se relaciona
con polimorfismos de genes involucrados en su metabolismo, como el MTHFR.

Se han descrito mas de 40 polimorfismos del gen MTHFR y entre ellos, el C677T es el més
estudiado y clinicamente méas importante. (g) (74)

El genotipo mutado TT observado con mayor frecuencia en mujeres con hipersegmentacion
neutrofilica, niveles de riesgo de Hcis e Hiperhomocisteinemia, se explica porque esta variante
polimorfica se ha asociado con una disminucion de la actividad enzimatica y un incremento de
los niveles de Hcis. sg) (74)

En los analisis multivariados, las variables que resultaron significativas, se relacionan con los
niveles bajos de AF, como el periodo intergenésico corto, el consumo deficiente de folatos, no
consumo preconcepcional de AF, embarazo en la adolescencia, el consumo de tabletas
anticonceptivas y de otros antagonistas del AF. Nauman (73) encontrd que tanto el genotipo
homocigético materno TT, como el heterocigoto CT, se asociaron significativamente con las
bajas concentraciones de AF, comparadas con las madres sin el polimorfismo.

Tanto la deficiencia de AF como de cobalamina pueden generar cambios morfoldgicos y
funcionales en los eritrocitos generando células inmaduras de mayor tamafio,
hipersegmentacion nuclear de neutrdfilos, asi como niveles elevados de Hcis. Por ello, la
hiperhomocisteinemia, la anemia macrocitica y la hipersegmentacién neutrofilica, se
consideran indicadores indirectos del estado del folato. (206) (208) (239)

En una investigacion realizada en Colombia, el polimorfismo MTHFR C677T se asoci6 con
los bajos niveles séricos de AF y particularmente el genotipo homocig6tico TT, aumento en
2,24 veces la probabilidad de presentar bajos niveles de AF (1,85 — 2,70, p<0,001). (239)
Mientras que, investigadores paquistanies observaron que la combinacion de los genotipos
heterocigotos y homocigotos 677CT+TT puede aumentar la probabilidad de deficiencia de AF,

con OR= 4,84 (2,80-8,37) en comparacion con el genotipo silvestre 677CC. (265)
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Sin embargo, la relacion entre el polimorfismo MTHFR C677T vy los niveles de Hcis total no
estan del todo claros, para algunos autores la presencia del polimorfismo no se relaciona con
los niveles de Hcis, a menos que exista un bajo consumo de folato. (g7)

Shi y otros investigadores chinos 13y encontraron que el polimorfismo materno MTHFR
rs1801133 se asocid significativamente con los niveles elevados de Hcis, especialmente el
genotipo homocigoto 677TT, sin diferencias significativas entre el grupo de mujeres con
suplementacion de AF o multivitaminas y las que no lo consumian.

En el presente estudio la homogeneidad de la distribucion de la deficiencia materna de
micronutrientes en los diferentes genotipos, esté a tono con lo observado por Nguyen, (266) quien
no encontré asociacion entre los niveles maternos de micronutrientes y el polimorfismo
MTHFR C677T con la presencia de DTN en la descendencia, sin embargo; en la presente
investigacion en el analisis multivariado la deficiencia de multiples micronutrientes aparece
entre las variables incluidas en el modelo de regresion.

4.5.4.1 Concentraciones maternas de Homocisteina segin genotipo del polimorfismo C677T

Las concentraciones mas elevadas de Hcis en las madres con el genotipo homocigoto para el
alelo mutado (677TT), se relaciona con el hecho de que el polimorfismo MTHFR C677T es
una de las causas fundamentales de hiperhomocisteinemia y, entre un 10% a un 20% de los
casos con esta condicion son individuos homocigotos TT.

Al comparar con el genotipo CC, el genotipo TT solo exhibe entre el 10% al 30% de actividad
enzimatica, mientras que el genotipo heterocigoto 677CT tiene alrededor de un 60% de funcién
enzimatica. (g7

Estos resultados son coherentes con los de un meta-andlisis que evalud la asociacion entre este
polimorfismo y las concentraciones de AF, se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de AF entre los diferentes genotipos (CC>CT>TT). (267

Resulta bioldgicamente plausible considerar que la insuficiente concentracion de 5-MTHFR
enlentece la remetilacion de homocisteina a metionina e incrementa las concentraciones
intracelulares de Hcis y sus niveles sanguineos.

Se ha estudiado la asociacion de cambios en la metilacion del ADN sitio-especificas y la
interaccion entre la hiperhomocisteinemia ligera y el polimorfismo MTHFR C677T. En un

meta-analisis que incluyo dos estudios de cohorte en Reino Unido y Holanda, encontraron 13
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sitios de metilacion en ocho diferentes cromosomas asociados con este polimorfismo y los
niveles de Hcis.

En los datos del Registro del Reino Unido se observd una correlacion negativa entre la
metilacion gendmica y las concentraciones de Hcis, en los sujetos con genotipo CT o TT, pero
no en aquellos con genotipo CC, mientras que en la cohorte de Rotterdam no se evidencio
asociacion entre los niveles de metilacion gendémica y los niveles de Hcis. (26s)

La hipdtesis de que la hiperhomocisteinemia ligera debido a mutaciones en el gen MTHFR se
asocia a amplios cambios en los patrones de metilacion en el ADN no fue confirmada en un
estudio de cohorte, donde se evaluaron los niveles de metilacion del ADN en leucocitos de

individuos de ancestros europeos. (2s9)

4.5.5 Analisis de la influencia conjunta de variables epidemioldgicas, analiticas y del
resultado del genotipaje en el riesgo de aparicion de los DC folato-sensibles

Todas las variables que quedaron incluidas en los dos modelos de regresion logisticas, estan
relacionadas con deficiencias maternas nutricionales de AF u otros micronutrientes, expresadas
como variables nutricionales (periodo intergenésico corto, consumo deficiente de folato, madre
adolescente, no consumo preconcepcional de AF, consumo de tabletas anticonceptivas y otros
antagonistas de AF), detectadas a través de cuestionario o de resultados analiticos (deficiencia
multiple de micronutrientes y niveles de riesgo de Hcis).

En opinion del autor, la inclusion de estas variables en los modelos, evidencia su fortaleza en
la asociacion con los DC bajo estudio y su poder discriminante. Las que, por otra parte, se
encuentran con mayor prevalencia en la muestra de estudio.

Su consistencia es notoria, al quedar incluidas en todas las ecuaciones de regresion obtenidas
en la presente investigacion atestiguando la contribucion multifactorial en la génesis de estos
defectos.

En dichos modelos se habia considerado junto a las variables epidemiolégicas, nutricionales y
analiticas, el genotipo 677TT, con el interés de evaluar el efecto potenciador de éstas y su
interrelacion en la cadena causal.

La no inclusion del genotipo TT se puede explicar porque no todas las complejas interacciones
bioldgicas que pueden darse en la patogénesis de estos DC, pueden tener una traduccién a nivel
de un determinado modelo estadistico evaluado. La frecuencia del genotipo TT de 0,14 en las

madres de los casos seria otra explicacion plausible.
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4.6 Conclusiones parciales
1- La frecuencia del genotipo homocigdtico mutado es mayor en mujeres con descendencia

afectada por defectos congénitos folato-sensibles, en particular los defectos del tubo neural,
hecho potencialmente relacionado con la disminucion descrita para la actividad enzimatica de
la MTHFR en este genotipo.

2- Existe un resultado coherente con la literatura cientifica respecto a que las madres con
genotipo 677TT presentan niveles elevados de homocisteina e hipersegmentacion neutrofilica,
dado que este genotipo se asocia significativamente con los bajos niveles de &cido folico y es
una de las causas fundamentales de hiperhomocisteinemia.

3- Los modelos de interaccion alélica de codominancia y recesividad ofrecen mayores
oportunidades para la deteccion de las asociaciones del polimorfismo C677T a los defectos
congénitos sensibles a la deficiencia materna de &cido folico en la provincia de Villa Clara.

4- Los analisis multivariados evidencian una importante contribucion de variables relacionadas
con deficiencia materna de acido félico y otros micronutrientes, como el periodo intergenésico
corto, el consumo deficiente de folatos, no consumo preconcepcional de &cido félico, embarazo
en la adolescencia, el consumo de tabletas anticonceptivas y de otros antagonistas del acido
félico, deficiencia multiple de micronutrientes y niveles de riesgo de Hcis.
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TABLAS Y GRAFICOS DEL CAPITULO 4

Tabla 1. Analisis del equilibrio génico para el polimorfismo C677T en el grupo de controles.

Genotipos Frecuencia Genotipica  Frecuencia Genotipica
Observada Esperada X2
N % N % Valor p
CC 75 43,35 81 46,82
CT 87 50,29 75 43,35
TT 11 6,35 17 9,83
Total 173 100,00 173 100,00
— 2 2
(FOCCFeCFCeCC) 0,33 K=y (Fy ;:e) 341 0.22
(FoCT — FeCT)?
~ FeCT 1,62

(F,TT — FeTT)?

FeTT 1,46

Fo: Frecuencias observadas segun genotipo. Fe: Frecuencias esperadas seguin genotipo. Fuente: Base de datos de la investigacion.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas en casos y controles. Villa Clara 2013-2018.

Grupos Genotipos (Frecuencia Genotipica) Alelos (Frecuencia alélica)

CC CT T n C T N
Casos 37(0,41) 40(044) 13(0,14) 90 114(0,63) 66 (0,37) 180
Controles  75(0,43) 87(0,50) 11(0,06) 173 237(0,68) 109(0,32) 346
P 0,793 0,435 0,041 0,242 0,242

Fuente: Base de datos de la investigacion.

Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR en los
diferentes tipos de defectos congénitos. Villa Clara 2013 — 2018.

Fuente: Base de datos de la investigacion.

Grupos de Genotipos X2 Alelos X2
DC (Frecuencia Genotipica) (Frecuencia alélica)

CC CT TT n Valor p C T N valor p
CCCT 8(0,36) 11(0,50) 3(0,14) 22 8,86 0,354 27(0,61) 17(0,39) 44
DTN 7(0,29) 12(0,50) 5(0,21) 24 26 (0,54) 22(0,46) 48 2,61 0,624
HLP 8(0,44) 7(0,39) 3(0,17) 18 23(0,64) 13(0,36) 36
GS 8(0,80) 2(0,20) 0(0,00) 10 18 (0,90) 2(0,10) 20
SD 6(0,38) 8(0,50) 2(0,12) 16 20 (0,62) 12(0,38) 32




Tabla 4. Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T del gen MTHFR en las
madres de casos y controles. Villa Clara 2013 — 2018.

Modelos de Genotipos (%) OR (95% IC) X2
asociacion LI CT cC TTvs CC Valor p
Modelo de Codominancia
Casos 13(14,44) 40 (44,44) 37 (41,11) 2,40(0,97 - 5,85) 3,77 0,052
Controles 11 (6,36) 87 (50,29) 75 (43,35)
Modelo de Codominancia TTvsCT
2,57 (1,06 - 6,23) 452 0,033
Modelo de Codominancia CTvsCC
0,93 (0,54 - 1,60) 0,06 0,799
Modelo de Codominancia CCvsTT
0,41(0,17-1,02) 3,77 0,052
Modelo de Dominancia
CT+TT cC CT+TTvsCC 0,12 0,727
Casos 53(58,89) 37 (41,11) 1,09 (0,65 -1,83)
Controles 98 (56,65) 75 (43,35)
Modelo Recesivo
T CT+CC TTvs CT+CC 465 0,031
Casos 13 (14,44) 77 (85,56) 2,48 (1,06 - 5,80)
Controles 11 (6,36) 162 (93,64)
Modelo Aditivo
T C TvsC 1,41 0,233
Casos 66 (36,67) 114 (63,33) 1,25 (0,86 — 1,83)
Controles 109 (31,50) 237 (68,50)

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 5. Estudios de asociacion genética en las madres de los casos con cardiopatias congenitas
conotroncales. Villa Clara 2013 — 2018.

Modelos de Genotipos (%) OR (95 % IC) X?
asociacion L) CT CcC TTvs CC Valor p
Modelo de Codominancia

Casos 3(13,64) 11(50,00) 8 (36,80) 2,56 (0,58 - 11,12) 1,63 0,200
Controles 11 (6,36) 87 (50,29) 75 (43,35)
Modelo de Codominancia TTvs CT

2,15(0,52 - 8,94) 1,15 0,282
Modelo de Codominancia CTvsCC

1,19 (0,45 -3,10) 0,11 0,729
Modelo de Codominancia CCvsTT

0,39 (0,08 - 1,70) 1,63 0,200
Modelo de Dominancia

CT+TT cC CT+TTvsCC 0,38 0,533
Casos 14 (63,64) 8 (36,80) 1,34 (0,53 - 3,35)
Controles 98 (56,65) 75 (43,35)
Modelo Recesivo

1T CT+CC TTvsCT+CC 1,54 0,214
Casos 3 (13,64) 19 (86,36) 2,32 (0,59 -9,08)
Controles 11 (6,36) 162 (93,64)
Modelo Aditivo

T C TvsC 0,90 0,341
Casos 17(38,64) 27 (61,36) 1,36 (0,71 -2,62)
Controles 109 (31,50) 237 (68,50)

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 6. Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T del gen MTHFR en madres

de casos con defectos del tubo neural. Villa Clara 2013 — 2018.

Modelos de Genotipos (%) OR (95 % IC) X2
asociacion L) CT CcC Valor p
Modelo de Codominancia TTvs CC
Casos 5(17,00) 12 (50,00) 7(29,17) 4,87 (1,31 -18,06) 6,36 0,011
Controles 11 (6,36) 87 (50,29) 75 (43,35)
Modelo de Codominancia TTvsCT

3,29 (0,97 - 11,13) 3,96 0,046
Modelo de Codominancia CTvsCC

1,48 (0,55 - 3,95 0,61 0,434
Modelo de Codominancia CCvsTT

0,20 (0,06 - 0,76) 6,36 0,011
Modelo de Dominancia

CT+TT CcC CT+TTvs CC 1,73 0,187
Casos 17 (70,83)  7(2,17) 1,86 (0,73 -4,71)
Controles 98 (56,65) 75 (43,39)
Modelo Recesivo

T CT+CC TTvs CT+CC 5,89 0,015
Casos 5(20,83) 19 (79,17) 3,88 (1,22 - 12,35)
Controles 11 (6,43)) 162 (93,64)
Modelo Aditivo

T C TvsC 3,89 0,048
Casos 22 (45,83) 26 (54,17) 1,83 (0,99 - 3,39)
Controles 109 ( 237 (68,50)

31,50)

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 7. Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T del gen MTHFR en madres

de casos con hendiduras labiopalatinas. Villa Clara 2013 — 2018.

Modelos de Genotipos (%) OR (95% IC) X?
asociacion T CT CcC TTvs CC Valor p
Modelo de Codominancia

Casos 3(16,67)  7(38,89) 8 (44,44) 2,56 (0,58 - 11,12) 1,64 0,200
Controles 11(6,36) 87 (50,29) 75 (43,35)
Modelo de Codominancia TTvs CT

3,39 (0,76 - 15,05) 2,81 0,093
Modelo de Codominancia CTvsCC

0,75 (0,26 - 2,18) 0,27 0,602
Modelo de Codominancia CCvsTT

0,39 (0,09 -1,70) 1,64 0,200
Modelo de Dominancia

CT+TT CC CT+TTvsCC 0,008 0,929
Casos 10 (55,56) 8 (44,44) 0,96 (0,36 - 2,54)
Controles 98 (56,65) 75 (43,35)
Modelo Recesivo

1T CT+CC TTvsCT+CC 2,53 0,111
Casos 3(16,67) 15(83,33) 2,95 (0,74 -11,73)
Controles 11(6,36) 162 (93,64)
Modelo Aditivo

T C TvsC 0,32 0,572
Casos 13 (36,11) 23 (63,89) 1,22 (0,60 — 2,52)
Controles 109 237 (68,50)

(31,50)

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 8. Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T del gen MTHFR en madres

de casos con gastrosquisis. Villa Clara 2013 — 2018.

nd: no definido. Fuente: Base de datos de la investigacion.

Modelos de Genotipos (%) OR (95 % IC) X?
asociacion T CT CcC TTvs CC Valor p
Modelo de Codominancia
Casos 0(0,00) 2 (20,00) 8 (80,00) 0,00 (nd) 1,15 0,284
Controles 11(6,36) 87 (50,29) 75 (43,35)
Modelo de Codominancia TTvs CT
0,00 (nd) 0,25 0,617
Modelo de Codominancia CTvsCC
0,22 (0,04 - 1,04) 4,26 0,039
Modelo de Codominancia CCvsTT
Nd (nd) 1,15 0,284
Modelo de Dominancia
CT+TT CC CT+TTvsCC 5,09 0,023
Casos 2(20,00)  8(80,00) 0,19 (0,04 -0,92)
Controles 98 (57,65) 75 (43,35)
Modelo Recesivo
1T CT+CC TTvsCT+CC 0,67 0,412
Casos 0(0,00) 10 (100,00) 0,00 (nd)
Controles 11(6,36) 162 (93,64)
Modelo Aditivo
T C TvsC 412 0,029
Casos 2(10,00)  18(90,00) 0,24 (0,05-1,06)
Controles 109 237 (68,50)

(31,50)




Tabla 9. Estudios de asociacion genética del polimorfismo C677T del gen MTHFR en madres

de casos con sindrome Down. Villa Clara 2013 — 2018.

Modelos de Genotipos (%) OR({(IC) X2
asociacion 1T CT CcC TTvs CC Valor p
Modelo de Codominancia
Casos 2 (12,50) 8 (50,00) 6 (37,50) 2,27 (0,41-12,70) 0,91 0,341
Controles 11 (6,36) 87 (50,29)  75(43,35)
Modelo de Codominancia TTvs CT
1,98 (0,37 - 10,52) 0,65 0,419
Modelo de Codominancia CTvsCC
1,15 (0,38 - 3,46) 0,06 0,804
Modelo de Codominancia CCvsTT
0,44 (0,08 - 2,45) 0,91 0,341
Modelo de Dominancia
CT+TT CcC CT+TTvsCC 0,20 0,651
Casos 10 (62,50)  6(37,50) 1,28 (0,44 - 3,67)
Controles 98 (56,65) 75 (43,35)
Modelo Recesivo
1T CT+CC TTvs CT+CC 0,86 0,354
Casos 2(12,50) 14 (87,50) 2,10 (0,42 - 10,45)
Controles 11 (6,36) 162 (93,64)
Modelo Aditivo
T C TvsC 0,48 0,487
Casos 12 (37,50) 20 (62,50) 1,31 (0,62 — 2,76)
Controles 109 (31,50) 237 (68,50)

Fuente: Base de datos de la investigacion.



Tabla 10. Relacion entre los genotipos y otras variables de riesgo en el conjunto de madres de

casos y controles villaclarefios. Villa Clara 2013 — 2018.

Genotipo TT Genotipo CC  Genotipo CT

n=16 n= 56 n=61 X2
Variables N % N % N % Valor p
Hipersegmentacion neutrofilica 9 5625 1 1,79 5 820 37,96 0,000
Umbral de riesgo para Hcis 3 1875 0 0,00 11 18,03 17,78 0,001
Hiperhomocisteinemia 9 5625 0 0,00 1 1,64 43,53 0,000
Niveles bajos de Zn 4 2500 7 1250 12 19,67 1,805 0,405
Niveles altos de Cu 5 3125 5 893 10 16,39 5,015 0,081
Niveles bajos de Ca 1 625 5 893 2 3,28 1,650 0,438
Niveles bajos de Mg 4 2500 7 1250 5 8,20 3,402 0,183
Niveles bajos de Fe 1 625 3 536 4 6,56 0,076 0,963
Deficiencia multiple de micronutrientes 2 1250 5 8,93 5 8,20 0,287 0,866

Fuente: Base de datos de la investigacion.

Figura 1. Concentraciones de homocisteina segun genotipo del polimorfismo C677T del gen
MTHFR en madres de casos y controles. Villa Clara 2013 — 2018.

T

20,00

18,40

o™ 11,26 ’é‘

Miveles de Homocisteina

1
500 5,28 é’
oo Sig. 0000
Genatipc; cc Genntipnv'l'l' Genotipo cr
Genotipos Valores de la determinacion X2 de Kruskall
de Hcis Wallis
Mediana 95 % IC Valor p
677CC 5,28 4,46-5,66 63,68 0,000
677CT 11,26 10,10-11,71
677TT 18,40 15,92-21,13

Fuente: Base de datos de la investigacion.



CONCLUSIONES

1- Se constata una discreta tendencia ascendente de las cardiopatias conotroncales y de los
defectos del tubo neural, por otra parte, la identificacion de conglomerados de hendiduras
labiopalatinas en Corralillo y Quemado de Guines y para defectos del tubo neural, que
abarca los municipios de Quemado de Glines, Santo Domingo y Sagua la Grande muestra
una distribucion espacial no homogénea, con existencia de regiones de alto riesgo
poblacional que deben ser evaluadas.

2- Las evidencias de factores de riesgo particulares para cada uno de los defectos
congénitos folato-sensibles estudiados, asi como otros comunes a varios de ellos,
indican el elemento constante de estos defectos, dado por la deficiencia materna de
folato, a la vez que cada uno posee mecanismos dismorfogénicos diferentes, que actdan
sobre vias de sefializacion celular distintas.

3. En estos defectos congénitos hay una importante participacion de control epigenético,
mostrada en la presente investigacion a través de las asociaciones a variables
nutricionales, hemoquimicas y hematoldgicas, que apoyan la etiologia multifactorial de
los defectos congénitos folato-sensibles. Las evidencias aportadas por los andlisis de las
mismas, en los tres grupos definidos en el disefio metodoldgico, constituye un aporte a
la comprension del papel diferencial del componente ambiental y genético en estos
defectos congénitos.

4. A pesar de que la cantidad de casos y controles que pudieron genotiparse con el
polimorfismo C677T fue relativamente pequefio, las evidencias mostradas por los
modelos de asociacion genética de codominancia y recesividad ofrecen oportunidades
para detectar su relacion con los DC sensibles a la deficiencia materna de AF en la
provincia de Villa Clara. La asociacion del alelo 677T con otras variables de riesgo
como la hiperhomocisteinemia y la hipersegmentacion neutrofilica reflejan la
disminucion de la actividad enzimatica en las mujeres homocigo6ticas y los bajos niveles

de 4cido félico en las mismas.
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RECOMENDACIONES

1. Disefiar investigaciones para la determinacion de las concentraciones de oligoelementos
en el agua y en el suelo de los municipios donde se identificaron conglomerados espaciales
y espacio-temporales de defectos congenitos folato-sensibles.

2. Disefiar un programa informatico de un modelo matematico predictivo que tenga en cuenta
las variables incluidas en las diferentes ecuaciones de regresion logistica del presente
estudio, para predecir el riesgo de ocurrencia de los defectos congénitos folato-sensibles
en gestantes de Villa Clara.

3. Realizar otros estudios para profundizar en las concentraciones maternas de homocisteina,
que consideren su repercusion sobre otros defectos congénitos, y la relacion con la edad
materna, el sexo fetal y el consumo materno de folato entre otras variables, que se han
descrito relacionadas a la misma.

4- Realizar investigaciones en el ambito de la epidemiologia genética, que profundicen en
los disefios de investigacion causales, para indagacion de variables epidemioldgicas y
nutricionales, con el empleo del disefio metodoldgico utilizado en la presente investigacion,
con la utilizacion de casos incidentes y prevalentes, a fin de eliminar la repercusion del

efecto provocado por los sesgos del tiempo.
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ANEXOS INTRODUCCION

ANEXO 1. Diagrama de la investigacion.

Universo: 46 473 nacimientos ocurridos entre los aiios 2013- 2018:
- 45 692 nacidos vivos

- 425 mortinatos

- 356 interrupciones electivas del embarazo de causa genética

\

Poblacion: 267 madres con productos de la gestacion con DC sensibles a la
deficiencia materna de AF:

- 108 nacidos vivos

- 5 mortinatos

- 154 interrupciones electivas del embarazo

- Determinacion de las tasas de prevalencias
ajustada por afos, fenotipos clinicos y tipos
de DC folato-sensibles para el analisis de su
variacion temporal.

- Identificacion de conglomerados espaciales y

espacio-temporales primarios y secundarios.

4 N
Periodo 2013- 2015 Periodo 2016- 2018
V %

124 Casos incidentes

143 Casos prevalentes

v v

106 madres
consintieron

106 madres de casos prevalentes 106 Controles

- 106 madres de casos incidentes
- 106 madres de casos prevalentes
- 106 madres de controles

Muestra de estudio: _

- Aplicacion del Cuestionario para la
identificacion de factores de riesgo. (n=318)

- Anidlisis de la segmentacion neutrofilica en
lamina periférica. (n=318)

- Determinacion de las concentraciones de 5
oligoelementos (Zn, Cu, Mg, Fe y Ca) (n=318)

- Determinacion de los niveles sanguineos de
homocisteina total. (n=100)

- Genotipificacion del polimorfismo C677T del
gen MTHFR. (n=135)




ANEXO 2. Cuestionario para la identificacion de factores de riesgo.

I-Datos personales y demograficos:

FUM: Caso: ___ Control: ___ Tipo de DC Fenotipo clinico

1- Edad de la madre en el momento de la concepcion: __ 2- Edad
del padre: ___ 3- Consejo Popular de residencia: 4- Municipio:
5- Residencia: Urbana__ Semiurbana__ Rural__ 6- Escolaridad terminada: Primaria___  Secundaria

u Obrero Calificado___ Técnico Medio o Preuniversitario___ Universitaria___ 7- Ocupacién:

Estudiante__ Ama de casa___ Trabajadora o cuentapropista___ Especificar actividad laboral:

Il- Antecedentes patoldgicos personales:

D Mellitus (Tipo: ___) Distiroidismos: Tipo: Epilepsia___ A Bronquial (Grado: )
HTA__ Sindrome de mala absorcién__ Enfermedades autoinmunes: Tipo: Procesos
oncoproliferativos: Tipo: Otras enfermedades: No sabe ___

lll- Historia Genética: 1- Antecedentes de MC previos en la familia (Nacidos vivos o TVE): No___ Si___ Linea

materna___ Linea paterna ___. Descripcion: Relacién de parentesco entre el afectado y el RN:

2- Antecedentes de hijos previos con MC en la pareja (Nacidos vivos 0 IEE): No ___ Si___ Descripcion:

Hijo de la madre___ Hijo del padre___ 3- Consanguinidad parental: No___ Si___ Grado

de parentesco: Nosabe
IV- Historia obstétrica:

1- Embarazo gemelar: Si___No___ 2- Periodo intergenésico: Primigesta: ___ 3- Antecedentes de

abortos espontaneos: No___ Si_ Cantidad __ 4- Uso tabletas anticonceptivas previo a este embarazo:
No__ Si___ Norecuerda (NR) ___ 5- Niveles de AFP en suero materno: Normal___ Bajo___ Elevado___ No
recuerda (NR) ___ 6- Niveles de liquido amniético por US: Normal___ Bajo___ Elevado___ No recuerda (NR)
___ T-Enalgiin momento del embarazo tuvo RCIU: Si__ No__ Trimestre: ___ No recuerda _ 8- En algln
momento del embarazo tuvo bajo peso: Si__ No__ Sobre peso: Si _ No__ NR__ 9- indice de masa corporal
(segun Historia Clinica Obstétrica): No reflejada___

V- Enfermedades asociadas:

1- Agudas: Sepsis urinaria___ Sepsis vaginal___ Hiperemesis gravidica ___ IRA___ __ITS
Especificar tipo: Arbovirosis (Zica u otras)___ Especificar tipo: TORCHS:__ Especificar tipo:
Enfermedad hipertensiva gravidica:___ Otras enfermedades:___ Especificar: 2- Cronicas:

Anemia___ Otras enfermedades___ Especificar: Norecuerda



VI- Ingestion de acido félico (AF):

1- Tomaba tabletas de AF antes del embarazo: Si__ No___ Tiempo (en meses) antes del embarazo:

Norecuerda 2- Tomo AF durante el embarazo:No _ Si _ Norecuerda __  Desde
el comienzo del embarazo_ Después de los 3 meses de embarazo_ Edad gestacional (en meses) en que
tomo AF; Norecuerda___ Cantidad en miligramos que consumié: 1mg__ 5mg__ Otra: ___

Nunca lo consumi6___
3- Frecuencia y cantidad con que ingiere alguno de los siguientes alimentos ricos en folatos desde tres meses
antes de la concepcién y hasta el final del primer trimestre del embarazo. (Especificar cada vez la unidad de

medida en porciones o raciones, unidades o vasos)

Diescripcion de los Consume Frecuencia de consumo Descripcion de la MNumero

alimentos ER Mo R Diiari Semanal nlenzual unidad de medida de veceas
a

Higado de pollo

Higado de res

Higado de camero

Berro

Perejil

Wema de huevo

Ivlani

Lechuga

Espinaca

Acelza

Habichuela

Chicharos

Frijoles

Lentejas

Leche de vaca

Jugo de naranja

Jugo de Fruta B

3.1- Frecuencia y cantidad con que ingiere alguno de los siguientes alimentos ricos en folatos desde tres meses
antes y hasta el momento de la toma de muestras bioldgicas. (Especificar cada vez la unidad de medida en

porciones o raciones, unidades 0 vasos)

Diescripcion de los Consume Frecuencia de consumo Descripcion de la MNumero

alimentos ER Mo R Diiari Semanal nlenzual unidad de medida de veceas
a

Higado de pollo

Higado de res

Higado de camero

Berro

Perejil

Tema de huevo

Iiani

Lechuga

Espimaca

Acelza

Hakichusla

Chicharcs

Frijoles

Lentejas

Leche de vaca

Jugo de naramja

Jugo de Fruta B

4- Historia de consumo antes del embarazo (hasta 6 meses) y/o durante el primer trimestre de alguno de los

medicamentos antagonistas del AF siguientes: Sulfaprim___ Metotrexate___ Fenitoina___ Fenobarbital___

Sulfadiazina___  Otros___  Especificar: Norecuerda



VII- Exposicion a agentes fisicos durante el embarazo:

1- Exposicion directa a radiaciones ionizantes: Si___No___ Tipo: Edad gestacional

(en meses) en que se expuso a las radiaciones: Norecuerda_  2- Exposicion directa a fuentes

de calor (Incluye laboral 0 doméstico): Si___ No___ Tipo(s) de fuentes de calor: Edad gestacional

(en meses) en que se expuso al calor: Norecuerda_ 3- Antecedentes de fiebre durante el

embarazo: Si___ No__ Norecuerda_ Temperatura (en grados centigrados).__ Dias de

duracion: __ Norecuerda___ Duracién en horas de la fiebre cada dia: __ Causa probable de la fiebre:
Edad gestacional (en meses) en que tuvo la fiebre: No recuerda ____

VIil- Exposicion a agentes quimicos durante el embarazo:

1- Ingestién de bebidas alcohdlicas durante el embarazo: Si___ No___ Norecuerda___ Tipo(s) de
bebida(s): Norecuerda___ Cantidad ingerida cada vez: No
recuerda __ Frecuencia de consumo semanal: Norecuerda

Edad gestacional (en meses) en que consumié la(s) bebida(s): Norecuerda__ 2- Consumo de

tabaco durante el embarazo: Si__ No__ Fumadora pasiva: Si___ No___ Cantidad de cigarrillos al dia:

Norecuerda Frecuencia de consumo semanal:

Norecuerda _ Edad gestacional (en meses) en que fumo:

Norecuerda___  5- Consumo de otros medicamentos durante el embarazo

(considerando ademas vacunas no habituales o anestesia general) Si__ No__ Norecuerda ___ Sirecuerda
el tipo(s) de medicamento, dosis usada y duracién del tratamiento en cada caso:

Edad gestacional (en meses) en que tomé cada medicamento:

IX- Resultados de Examenes complementarios realizados:
Segmentacion neutrofilica: Grupo I: Grupo Il Grupo lI:

Niveles de Hcis

Niveles de Oligoelementos:
Zinc:
Cobre:

Calcio:

Magnesio:

Hierro:
Genotipo Polimorfismo C677T




ANEXO 3. Modelos de consentimiento informado.

Modelo de Consentimiento Informado para la participacion en el estudio
Yo:
Después de haber recibido una detallada informacion por parte del especialista de Genética sobre las

caracteristicas y objetivos de la presenta investigacion y luego de haberme garantizado una completa
confidencialidad en relacion a toda la informacion que se obtenga sobre mi estado nutricional o de
salud, la que no seré divulgada a terceros y se usara solo con fines cientificos.

Asi como el derecho que me asiste a conocer los resultados de todas las determinaciones que se me
realizaran, asi como el de abandonar la investigacion en el momento que asi lo considere.

Expreso mi conformidad en participar completamente voluntaria en esta investigacién, a que se me
aplique el cuestionario de factores de riesgo en el embarazo, y de igual modo declaro mi disposicién
para que se me tome una muestra de sangre para la determinacion de los niveles de Homocisteina y
de algunos minerales o elementos quimicos relacionados con el desarrollo adecuado del embarazo.
Asi como el andlisis de la celularidad en un frotis sanguineo como un indicador de los niveles de

acido félico, vitamina que desempefia un importante papel en el desarrollo normal del embarazo.

Firma Fecha

Modelo de Consentimiento Informado para el estudio de ADN
Yo:

Expreso mi conformidad de que se me tome una muestra de sangre para la extraccion de ADN vy se

realice la evaluacidn de posibles alteraciones en uno de los genes que interviene en el metabolismo de
acido félico, asi como doy , No doy mi acuerdo de que se conserve dicha muestra para que
se estudien otros genes relacionados con esta deficiencia que no son posibles estudiar en este momento,

pero que pudieran ser factibles en el futuro.

Firma Fecha




ANEXOS CAPITULO 2

ANEXO 1. Definicidn y operacionalizacion de variables clinicas, epidemiologicas y de riesgo.

1- Conglomerados: Se define como una agregacion de casos en el espacio, en el tiempo o en el espacio
y en el tiempo. 32) Valores finales: conglomerado temporal, espacial o espacio-temporal.

2- Variables clinicas:
- CCCT: Se defini6 como la presencia de defectos estructurales congénitos no sindrémicos que afectan

el tracto de salida y las grandes arterias. Valores finales: tronco arterioso comun, interrupcién del arco
adrtico, d-transposicién de grandes arterias, doble salida del ventriculo derecho, defectos septales
conoventriculares, tetralogia de Fallot y la atresia pulmonar o combinaciones de ellos. (27)

- DTN: Se definié como la presencia de DC del craneo y/o la columna, por defectos en la fusion del tubo
neural, de origen multifactorial. Valores finales: anencefalia, espina bifida abierta y encefalocele. (26)

- HLP: Se definié como la hendidura del labio superior y/o del paladar de origen no sindromico. Valores
finales: Labio leporino (LL) o fisurado con paladar hendido (PH), LL sin PHy PH. (32

- Gastrosquisis: Se definié como el defecto aislado de la pared abdominal con extrusién intestinal a través
de un defecto paraumbilical, no recubierto por membrana, pudiendo acompafarse de alteraciones
intestinales, como necrosis, atresia, perforacion o volvulos. (26) (34)

- SD: Se definié como los casos con trisomia libre o total del cromosoma 21.

3- Variables epidemioldgicas:
- Edad materna y paterna: Se define como la edad bioldgica de la madre y el padre en el momento de la

concepcién. Valor final: edad en afios.

- Municipio de residencia: Se consider6 el municipio donde estuvo residiendo la madre durante el periodo
preconcepcional y del embarazo, con independencia de la direccién legal que consta en el documento de
identidad. Valor final: uno de los trece municipios de Villa Clara.

- Lugar de residencia: Se describen como indicadores de urbanidad la densidad poblacional, extensién
territorial e infraestructuras. Valores finales: Residencia urbana, semiurbana y rural. (152

- Escolaridad: Se tom6 como indicador el Ultimo nivel de ensefianza terminado. Valores finales: primaria,
secundaria u obrero calificado, técnico medio o preuniversitario y universitaria.

- Ocupacion: Se considerd la realizacién de un trabajo en virtud de un contrato por el que se recibe un
salario. Valores finales: Ama de casa (cuando no existia ningun vinculo laboral) y trabajadora.

3- Variables de riesgo:



o Factores de riesgo modificables:
- Enfermedades maternas agudas: Enfermedades ocurridas durante el embarazo y generalmente de corta
duracion de etiologia infecciosa. Valores finales: ninguna, sepsis respitaroria, urinaria, vaginal u otras.
- Enfermedades maternas crénicas: Enfermedades de larga duracion, usualmente mayor de seis meses,
ocurridas antes o durante el embarazo. Valores finales: ninguna, diabetes mellitus, hipertensién arterial
(HTA), distiroidismos, epilepsia, asma bronquial u otras enfermedades.
- Diabetes: gestantes con diagnéstico de diabetes pregestacional (tipo |y tipo Il) y cualquier estado de
hiperglucemia en el primer trimestre de la gestacion (considerado por encima de 4,4 umol/L). (100) Valores
finales: antecedentes o no de diabetes.
-HTA: gestante con diagndstico de HTA cronica, y cualquier estado con cifras de tension arterial
consideradas elevadas durante el primer trimestre de la gestacién (dos tomas mayores o igual a 140/90
mm Hg, con un intervalo de seis horas, 0 una unica toma de 160/110 mm Hg. (100) Valores finales:
Antecedentes 0 no de hipertension arterial.
-Distiroidismo: gestantes con diagndstico clinico de trastornos metabdlicos en los niveles de las hormonas
tiroideas. Valores finales: hipotiroidismo e hipertiroidismo.
-Epilepsia: gestantes con diagndstico clinico de la enfermedad. Valores finales: Antecedentes o no de
epilepsia.
-Asma bronquial: gestantes con diagndstico clinico de cualquier grado de la enfermedad. Valores finales:
Antecedentes o no de asma bronquial.
- Consumo de bebidas alcoholicas: Consumo referido de bebidas alcohdlicas en el primer trimestre del
embarazo, con independencia del tipo, cantidad y frecuencia ingerida. Valores finales: Consumo de
bebidas o0 no consumo.
- Exposicién al humo de cigarrillos: Consumo de cigarrillos por parte de la gestante o de sus conviventes
con una periodicidad diaria. Valores finales: No fumadora, fumadora activa, fumadora Pasiva.
- Exposicion a radiaciones ionizantes: Exposicion a cualquier fuente de radiaciones ionizantes durante el
primer trimestre del embarazo. Valores finales: exposicidn 0 no exposicién a Rx.
- Exposicion a productos quimicos: Exposicion de productos quimicos de uso laboral 0 doméstico durante
el primer trimestre del embarazo. Valores finales: exposiciéon 0 no exposicion a productos quimicos.
- Hipertermia: Presencia de fiebre mantenida por mas de tres dias y mayor de 38°C, o exposicion a fuentes
de calor en el primer trimestre del embarazo. Valores finales: fiebre en el embarazo, exposicion a fuente

de calor doméstico o laboral.



- Consumo de medicamentos no habituales: Consumo de cualquier medicamento en el primer trimestre
del embarazo, excepto las tabletas de AF, Prenatal, Muferr o Fumarato Ferroso.

e Factores de riesgo no modificables:
- Edades maternas extremas: Se consider6 a las edades maternas no incluidas en el rango comprendido
entre los 16 y 34 arios de edad. Valores finales: madre adolescente: menor o igual a 15 afios, avanzada
edad materna: mayor o igual a 35 afios. (s3)
- Edad materna menor de 20 afios: Esta variable fue dicotomizada para el analisis particular de las madres
de los casos con GS, de acuerdo a consistencia con la literatura cientifica. (34) (64)
- Avanzada edad paterna: Edad paterna mayor o igual a 45 afios. (100) Valores finales. Avanzada edad
parerna o no avanzada edad paterna.
- Sexo fetal: Se definid6 como la condicion organica que distingue lo masculino de lo femenino segun el
examen fisico, la entrevista a la madre o la revision del RECUPREMAC y el RECUMAC. Valores finales:
masculino y femenino.

e Factores de riesgo nutricionales: Caracteristicas o trastornos relacionados con la nutricién, tanto por

macro, como micronutrientes. Se incluyen las siguientes:

- Alteraciones del peso materno: Resultado de la valoracién nutricional durante el embarazo, de acuerdo
al indice de masa corporal (IMC). Valores finales: Bajo peso (IMC inferior a 18,0%), sobre peso (IMC
mayor o igual a 25,5%) y obesidad (IMC mayor o igual a 30%). (100)

- Anemia en el embarazo: Valores de hemoglobina por debajo de 11 g/dl en el primer trimestre del
embarazo. (100) Valores finales: Antecedentes de anemia o no antecedentes de anemia.

- Deficiencia o niveles elevados de uno 0 mas micronutrientes: Valores por debajo o por encima de los
limites de corte considerados normales. (Ver definicion de variables hematoldgicas y bioquimicas)

- Consumo deficiente de folatos: Consumo diario de alimentos ricos en folatos por debajo de los niveles
recomendados en el embarazo (450 ug/ dia), de acuerdo al resultado de la encuesta semicuantitativa de
consumo de alimentos y del programa informatico CERES +. (99) Valores finales: Consumo deficiente de
folatos o consumo adecuado de folatos.

- No consumo preconcepcional de &cido félico (AF): No consumo referido, al menos un mes antes del
embarazo, de suplementos de acido félico. Valores finales: Consumo preconcepcional o no de AF.

- Periodo intergenésico corto: Se defini6 como el periodo menor a los 24 meses entre la fecha de
ocurrencia del Gltimo evento obstétrico y la fecha de concepcion del siguiente embarazo, segun fecha de

ultima menstruacion. (101) Valores finales: Presencia o no de periodo integenésico corto.



- Consumo de antagonistas del AF: Consumo de alguno de los medicamentos con conocido efecto
antifolinico. (Metotrexate, Sulfraprim, Sulfadiazina, Anticonvulsivantes, Metformina). (1) Valores finales:
Consumo o no de antagonistas de AF.
- Consumo de tabletas anticonceptivas: Consumo referido de tabletas anticonceptivas hasta comienzos
del embarazo. Valores finales: Consumo o no de tabletas anticonceptivas.

o Factores de riesgo genético:
- Antecedentes familiares de DC o enfermedades genéticas: Presencia de al menos un familiar con
cualquier DC o enfermedad genética de una de las tres etiologias genéticas reconocidas. (241) Valores
finales: antecedentes familiares de primer, segundo o tercer grado, antecedentes por via materna, paterna
0 ambas.
- Historia de abortos espontaneos o muertes fetales: Se refiere a la historia de pérdidas fetales
espontaneas. Valores finales: Abortos espontaneos (antes de las 20 semanas de embarazo) y muertes
fetales (después de las 20 semanas del embarazo). (101
- Presencia de consanguinidad parental: Se refiere a la cualidad de descender del mismo antepasado que
otra persona. Se incluyé la presencia de consanguinidad hasta un tercer grado de parentesco entre los
miembros de la pareja. (241) Valores finales: Presencia o no de consanguinidad.

e  Marcadores de riesgo materno fetal:
- Oligoamnios: Se refiere al volumen deficiente de liquido amnidtico con un indice de liquido amnidtico
(ILA) por debajo de 8 cm. (100) Valores finales: Presencia o no de oligoamnios.
- Polihidramnios: Se definié como el aumento del volumen de liquido amniético, con un ILA con valores
iguales o superiores a 25 cm. (100) Valores finales: Presencia o no de polihidramnios.
- Restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU): Se refiere a la incapacidad del feto para alcanzar su
potencial genético de crecimiento biolégicamente determinado, de acuerdo al resultado de la biometria
fetal o flujometria doppler. (101) Valores finales: Presencia o no de RCIU.
- Gemelaridad: producto de la concepcién procedente de un embarazo maultiple. (100) Valores finales:
Presencia 0 no de gemelaridad.
- Niveles alterados de Alfafeto proteina (AFP): Se refiere a los valores séricos de AFP no incluidos en el

rango normal entre 0,5 a 2,00 multiplos de la mediana. Valores finales: AFP baja y AFP elevada. (o2



ANEXO 2. Frecuencias y prevalencias de los diferentes grupos de DC folato-sensibles segun afios y condicion al nacer. Villa Clara
2013-2018.

Estadisticas vitales Conjunto de DC CCCT DTN
Afos NV NM Total IEE [NV TP NM TP IEE % Total PA |NV TP NM TP IEE % Total PA [NV TP NM TP IEE %  Total PA
2013 7909 73 7982 69 20 253 2 2740 33 600 55 68 4 051 1 13,7 7 583 12 150 2 025 O 0,00 12 85,7 14 1,75
2014 7825 63 7888 51 23 294 O 000 20 46,5 43 545 11 141 O 0 5 31,2 16 2,02 O 0,0 0 0,00 6 100 6 0,76
2015 7886 54 7940 65 21 266 O 0,00 24 533 45 567 7 089 O 0 8 53,3 15 189 1 0,13 0 0,00 5 83,3 6 0,76
2016 7339 70 7409 56 19 259 2 28,57 25 544 46 621 6 082 2 286 8 500 16 2,16 2 0,27 0 0,00 3 60,0 5 0,67
2017 7277 83 7360 59 13 1,79 O 0,00 25 65,7 38 516 3 041 O 0 5 625 8§ 108 2 027 0 0,00 11 84,6 13 1,77
2018 7456 82 7538 56 12 161 1 1220 27 67,5 40 531 6 080 O 0 7 53,8 13 1,72 3 040 1 1220 11 733 15 1,99
Total 45692 425 46117 356 108 2,36 5 11,76 154 57,7 267 5,79 37 081 3 71 40 500 80 1,73 10 0,22 1 235 48 8136 59 1,28
HLP GS SD
Afios NV TP NM TP IEE % Total PA NV TP NM TP IEE % Total PA NV TP NM TP IEE % Total PA
2013 5 0,63 0 0,00 1 16,6 6 0,75 0 0,00 1 13,7 8 88,9 9 1,13 9 1,14 0 0,00 5 35,7 14 1,75
2014 5 0,64 0 0,00 1 16,6 6 0,76 0 0,00 0 0,00 3 100,0 3 0,38 7 0,89 0 0,00 5 41,6 12 1,52
2015 5 0,63 0 0,00 2 28,6 7 0,88 1 0,13 0 0,00 3 75,0 4 0,50 7 08 0 0,00 6 46,2 13 1,64
2016 7 0,95 0 0,00 1 12,5 8 1,08 0 0,00 0 0,00 7 100,0 7 0,94 4 055 0 0,00 6 60,0 10 1,35
2017 6 0,82 0 0,00 1 14,3 7 0,95 0 0,00 0 0,00 3 100,0 3 0,41 2 0,27 0 0,00 5 71,4 7 0,95
2018 2 0,27 0 0,00 O 0,00 2 0,27 0 0,00 0 0,00 5 100,0 5 0,66 1 0,13 0 0,00 4 80,0 5 0,66
Total 30 0,66 0 000 6 16,67 36 0,78 1 0,02 1 2,35 29 93,55 31 0,67 30 066 O 000 31 5082 61 1,32

DC: defectos congénitos, CCCT: cardiopatias congénitas conotroncales, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis

Departamento de estadisticas de la Direccion Provincial de Salud, Villa Clara y RECUMAC y RECUPREMAC, Base de datos de la investigacion.

, SD: sindrome Down. Fuentes:



ANEXO 3. Frecuencia y prevalencia ajustada por afios segun fenotipo especifico de defecto congenito folato sensible. Villa Clara

2013-2018.
2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total
N % PA N % PA N % PA N % PA N % PA N % PA N % PA
T Fallot 4 3333 050 5 3125 063 4 2667 050 3 1875 040 3 3750 041 3 2308 040 22 27,50 048
TGA 3 2500 038 1 625 0133 2000 0381 625 0130 000 0001 769 0139 1125 020
DSCT 2 1667 025 7 4375 089 3 2000 038 5 3125 067 4 5000 054 2 1538 027 23 28,75 0,50
AP 2 1667 025 2 1250 025 2 1333 025 2 1250 027 0 000 000 1 769 013 9 1125 020
TAC 0 000 0000 000 0000 000 0000 000 000 1 1250 044 0 000 0,00 1 1,25 0,02
DSVD 0 o000 000 0 000 0001 667 0130 000 0000 000 000 0 000 000 1 1,25 0,02
Combinaciones dos
0 méas 1 833 0131 625 013 2 1333 025 5 3125 067 0 000 000 6 4615 080 15 1875 0,33
Total CCCT 12 100,00 1,50 16 100,00 2,02 15 100,00 1,90 16 10000 216 8 100,00 1,08 13 100,00 172 80 100,00 1,73
Anencefaia 6 4286 075 3 50,00 038 4 6667 050 1 2000 013 10 7692 136 5 3333 066 29 4915 0,63
EB 8 5714 100 2 3333 025 2 3333 0253 6000 040 1 769 014 9 60,00 120 25 42,37 054
Encefalocele 0 0,00 0,00 1 16,67 013 0 0,00 000 1 2000 013 2 1538 027 1 667 013 5 847 0,11
Total DTN 14 100,00 1,75 6 100,00 0,76 6 100,00 0,76 5 100,00 0,67 13 100,00 1,77 15 100,00 1,99 59 100,00 1,28
LL con PH 4 6667 050 2 3333 025 2 2857 025 4 5000 054 3 4286 041 1 50,00 0,13 16 4444 035
LL sin PH 1 16,67 0,13 1 16,67 013 5 7143 063 1 1250 0,13 4 5714 054 0 000 000 12 3333 026
PH 1 16,67 013 3 5000 038 0 000 0003 3750 040 0 000 000 1 50,00 0,113 8 2222 0,17
Total HLP 6 100,00 0,75 6 100,00 0,76 7 100,00 0,88 8 100,00 1,08 7 100,00 0,95 2 100,00 027 36 100,00 0,78
Gastrosquisis 9 2903 113 3 968 038 4 1290 050 7 2258 094 3 968 041 5 1613 066 31 100,00 0,67
SD 14 2295 175 12 1967 152 13 2131 164 10 1639 135 7 1148 095 5 820 066 61 100,00 1,32
TOTAL 55 20,60 6,90 43 16,10 545 45 1685 565 46 1723 620 38 1423 517 40 1498 531 267 1000 579
NV (NM) 7909 (73) 7825 (83) 7886 (54) 7339 (70) 7277 (83) 7456 (82) 45692 (425)

T Fallot: Tetralogia de Fallot. TGA: Transposicion grandes arterias. DSCT: Defectos septales conotroncales. AP: Atresia pulmonar. TAC: Tronco arterioso comin. DSVD: Doble salida del
ventriculo derecho. EB: espina bifida. DTN: Defectos del tubo neural. LL: Labio leporino o fisurado. PH: Paladar hendido. HLP: Hendiduras labiopalatinas. SD: Sindrome Down.
NV: Nacidos vivos. NM: Nacidos muertos. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 4.
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Figura 1. Curvas de tendencia de las tasas de prevalencia de los diferentes defectos congénitos segun
destino del producto por afos. Villa Clara 2013-2018.

Fuente: Tabla Anexo 1.



ANEXO 5. Frecuencia y prevalencia ajustada de los diferentes tipos de DC segin municipio y condicion al nacer. Villa Clara 2013-2018.

Estadisticas vitales CCCT DTN HLP GS SD Total DC
=

> = E S Ssw 8 < >S5W 8 < >SWS < >swWw 38 < >sw 8 < T oo
Municipios =z = Z z =zZ W e o =z =Z W 2 o =z zZ W o a Z=Z W 9o o zZ zZ W 2o o o
Corralillo 1408 1415 3 0 1 4 283 00 2 214 300 3 212 0 O 2 2 14 10 1 2 141 13 919
Qdo Glines 1091 1099 2 1 1 4 364 00 1 10,91 300 3 273 00 0 0 0,0 10 0 1 091 10 9,10
SagualaG 2940 14 2954 3 0 3 6 203 0 0 7 7 237 2 00 2 068 00 1 1 034 2 0 13 102 19 643
Encrucijada 1915 22 1937 2 0 3 5 258 2 0 1 3 1,55 101 2 103 0 0 1 1 052 30 1 4 207 15 7,74
Camajuani 3308 31 3339 2 0 5 7 210 2 0 0 2 060 100 1 03 00 0 0 0,00 30 3 6 18 15 449
Caibarién 2603 15 2618 1 0 2 3 115 0 0 0 0 0,00 2 00 2 076 00 3 3 115 10 1 2 076 10 3,82
Remedios 2400 21 2421 3 0 2 5 207 1 0 4 5 207 1001 044 00 2 2 083 10 1 2 08 15 6,20
Placetas 3821 33 3854 5 0 2 7 182 10 9 10 259 4 00 4 104 0 O 2 2 052 4 0 4 8 208 31 804
StaClara 14904 170 15074 10 2 16 28 18 2 0 9 11 073 6 01 7 046 0 0 7 7 046 10 0 11 21 139 74 491
Cifuentes 1401 13 1414 3 0 0 3 212 00 2 214 2 00 2 14 10 0o 1 07 0 0 1 1 01 9 6,36
Sto Dgo 2799 20 2819 1 0 1 2 071 0 1 4 S 1,77 101 2 071 00 2 2 0mM 10 2 3 106 14 497
Ranchuelo 3060 32 3092 0 1 097 00 5 5 1,62 101 2 065 0 O 3 3 097 0 0 0,00 13 4,20
Manicaragua 4042 39 4081 0 3 074 2 0 4 6 147 302 5 123 0 1 6 7 172 0 6 1,96 29 7.1
Total 45692 425 46117 37 3 40 80 173 10 1 48 59 128 30 0 6 36 078 1 1 29 31 067 29 0 32 61 132 267 5,79

Qdo Giiines: Quemado de Giiines. Sagua la G: Sagua la Grande. Sta Clara; Santa Clara. Sto Dgo: Santo Domingo. NV: nacidos vivos. NM: nacidos muertos. |EE:
Interrupcién electiva del embarazo. PA: prevalencia ajustada x 1000 nacimientos. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 6.

Tasas de prevalencia ajustada de los diferentes fenotipos de CCCT por municipios.

Carralilla
CQuemado de Guines
Sagua [a Grande
Encrucijada
Camajuani
Caibarién
Remedios
Flacetas

Santa Clara
Cifuentes

Santo Domingo
Ranchuelo
Manicaragua

L .3 s

m Tetralogia de Fallot @ Transposicidn de grandes arterias m Tronco arterioso comin

[ Defectos septales conoventriculares W Atresia pulmonar W Doble salida ventriculo derecho
m Combinaciones de defectos

Tasas de prevalencia ajustada de los diferentes fenotipos de DTN por municipios

Caorralillo
Quemado de Guines
Sagua la Grande
Encrucijada
Camajuani
Caibarién p oo
Remedios fm
Placetas
Santa Clara
Cifuentes
Santo Domingo
Ranchuelo
Manicaragua

= i ot

M Anencefalia M Espina bifida B Encefalocele

Tasas de prevalencia ajustada de los diferentes fenotipes de HLP por municipios

Corralillo | 3, .
Quemado de Glines .8 0,

Sagua la Grande | 0,68 —
Encrucijada ] 0,52 E—
Camajuani 0,30

Caibarién |
Remedios 0,

Placetas | 0,26 0,52

Santa Clara

Cifuentes [ 0,71 —3

Santo Domingo

Ranchuelo |
Manicaragua | 0,48 —J

" Labio leporino sin paladar hendido @ Labio leparino caon paladar hendido i Paladar hendido

Figura 2. Tasas de prevalencia ajustada de los diferentes tenotipos de DC por

municipios. Villa Clara 2013- 2018.
Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 7. Anélisis para la identificacion de conglomerados espacio-temporales de defectos
congénitos. Villa Clara 2013-2018.

Cluster Municipios Afios Casos Casos RR Valor de
observ  esper p

CLUSTERS ESPACIALES PARA CARDIOPATIAS CONGENITAS

Primario Corralillo- Qdo Giiines - 8 0,44 2,16 0,426

Secundario Encrucijada-Cifuentes. - 8 0,58 1,34 0,997

Secundario Remedios. - 5 0,26 1,44 0,999

CLUSTERS ESPACIO-TEMPORALES PARA CARDIOPATIAS CONGENITAS

Primario Quemado de Gilines. 2016-2018 4 0,13 5,50 0,272

Secundario Camajuani-Encrucijada-Caibarién. 2015-2016 14 2,06 2,59 0,582

Secundario Corralillo. 2014 3 0,10 7,09 0,637
Placetas-Remedios-Sta Clara. 2013-2014 19 8,66 1,64 0,991

CLUSTERS ESPACIALES PARA GASTROSQUISIS

Primario Manicaragua. - 7 0,62 3,00 0,234

Secundario Corralillo. - 2 0,06 2,17 0,984

Secundario Caibarién. - 3 0,17 1,78 0,995

CLUSTERS ESPACIO-TEMPORALES PARA GASTROSQUISIS

Primario Corralillo. 2016-2018 2 0,06 6,93 0,961

Secundario Manicaragua. 2016-2018 4 0,34 3,42 0,982

Secundario Sto Domingo. 2013 2 0,12 6,28 0,982

Secundario Ranchuelo. 2013 2 0,13 5,98 0,985

CLUSTERS ESPACIALES PARA HENDIDURAS LABIOPALATINAS

Primario Corralillo- Qdo Giiines. 6 0,33 1,93 0,171

Secundario Encrucijada-Cifuentes. 4 0,29 2,13 0,836

Secundario Manicaragua. 5 0,44 1,71 0,972

Secundario Placetas. - 4 0,34 1,41 0,999

CLUSTERS ESPACIO-TEMPORALES PARA HENDIDURAS LABIOPALATINAS

Primario Corralillo- Qdo Gtiines. 2017 5 0.31 18,93 0,004

Secundario Encrucijada-Cifuentes. 2014-2016 4 1.28 3,41 0,965

CLUSTERS ESPACIALES PARA SINDROME DOWN

Primario Manicaragua-Sta Clara- Placetas. - 37 18,46 1,53 0,690

Secundario Camajuani-Encrucijada. - 8 0,92 1,46 0,960

CLUSTERS ESPACIO-TEMPORALES PARA SINDROME DOWN

Primario Manicaragua-Sta Clara- Placetas. 2013-2015 25 11,67 1,91 0,724

CLUSTERS ESPACIALES PARA DEFECTOS DEL TUBO NEURAL

Primario Placetas. - 10 0,75 2,33 0,275

Secundario Corralillo- Qdo Giiines- Sto Dgo- Sagua la - 22 5,23 1,76 0,360
Grande- Cifuentes- Ranchuelo.

CLUSTERS ESPACIO-TEMPORALES PARA DEFECTOS DEL TUBO NEURAL

Primario Qdo Giiines- Sto Dgo- Sagua la Grande. 2018 7 1,06 6,47 0,013

Secundario Placetas- Remedios 2013 6 0,84 4,78 0,268

Secundario Cifuentes. 2017 2 0,06 7,87 0,921

Casos Observ: casos observados. Casos esper: casos esperados. Qdo Gliines: Quemado de Guines. Sagua la G: Sagua la Grande. Sta
Clara: Santa Clara. Sto Dgo: Santo Domingo. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 8. Factores de riesgo maternos que se asociaron al grupo de defectos congénitos en el
conjunto de madres de casos incidentes y prevalentes y en las de casos incidentes. Villa Clara
2013-2018.

Casos incidentes y Casos incidentes
Factores de riesgo significativamente prevalentes vs vs controles
asociados controles (n=212) (n=106)
Medicamentos no habituales
Enfermedades crénicas
Periodo intergenésico corto
No consumo preconcepcional de AF
Avanzada edad materna
Consumo insuficiente de folatos
Niveles elevados de AFP
Sobrepeso y obesidad materna
Antecedentes de abortos espontaneos
Madre adolescente
Consumo de tabletas anticonceptivas
Consumo de antagonistas de acido folico
Antecedentes familiares de DC
Bajo peso materno
Fumadora en el embarazo
Antecedentes DC en familiares de | Grado

Antecedentes familiares DC por via paterna
Fuente: Base de datos de la investigacion.
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ANEXO 9. Analisis multivariado de variables epidemioldgicas en el conjunto de defectos

congeénitos folato-sensibles. Villa Clara 2013- 2018.

Tabla de clasificacién?

Observado Pronosticado
Estatus Casos Control Correccion de
Casos Control porcentaje
Paso 10 Estatus Casos Control Casos 191 21 90,1
Control 29 77 72,6
Porcentaje global 84,3

a. El valor de corte es ,500

Variables en la ecuacion

Error 95% C.l. para EXP(B)

Paso 10 B estandar__Wald _ gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
APP enfermedades crénicas 1,449 ,403 12,916 1 ,000 4,260 1,933 9,390
Periodo IG corto 1,939 377 26,405 1 ,000 6,953 3,319 14,569
Consumo tabletas AC 1,474 ,460 10,265 1 ,001 4,365 1,772 10,752
AFP elevada 2,836 ,845 11,252 1 ,001 17,044 3,251 89,367
Polihidramnios 2,685 1,364 3,878 1 ,049 14,659 1,013 212,222
Sobre peso u obesidad 1,662 ,543 9,375 1 ,002 5,271 1,819 15,274
Consumo deficiente de folatos 1,476 ,383 14,876 1 ,000 4,374 2,066 9,258
Avanzada edad materna 4,727 1,134 17,389 1 ,000 112,997 12,249 1042,418
Madre adolescente 1,859 ,480 15,017 1 ,000 6,417 2,506 16,431
No consumo preconc. de AF ,981 377 6,782 1 ,009 2,668 1,275 5,583
Constante -38,94 5,406 51,915 1 ,000 ,000

a. Variables especificadas en el paso 1: Antecedentes patoldgicos personales (APP) de enfermedades crénicas.
b. Variables especificadas en el paso 2: Periodo Intergenésico (IG) corto, consumo tabletas antinconceptivas (AC).
c. Variables especificadas en el paso 3: Alfafeto proteina (AFP) elevada, Avanzada edad materna.

d. Variables especificadas en el paso 4: Madre adolescente.

e. Variables especificadas en el paso 5: Alfafeto Proteina (AFP) elevada.

f. Variables especificadas en el paso 6: Consumo deficiente de folatos.

g. Variables especificadas en el paso 7: Consumo de tabletas anticonceptivas (AC).

h. Variables especificadas en el paso 8: Sobre peso u obesidad.

i. Variables especificadas en el paso 9: No consumo preconcepcional (preconc.) de acido félico (AF).

j. Variables especificadas en el paso 10: Polihidramnios.



ANEXOS CAPIiTULO 3

ANEXO 1.

Figura 1. Imagen que muestra la hipersegmentacion neutrofilica identificada mediante

microscopia dptica.



ANEXO 2. Presencia de hipersegmentacion neutrofilica y consumo deficiente de folatos en las madres

de casos prevalentes. Villa Clara 2013-2018.

Afo de gestacién o nacimiento de casos prevalentes X2
2013 2014 2015 Total Sig
Presencia o no de Si N 0 2 2 4 2,241
hipersegmentacion % 0,0% 50,0% 50,0% 100,0% 0,326
neutrofilica No N 37 31 34 102
% 36,3% 30,4% 33,3% 100,0%
Consumo deficiente de folato en el momento de la extraccion
Si No
Presencia o no de Si 3 (3,90%) 1(3,40) 0,012
hipersegmentacién No 74(96,10%) 28(96,6%) 0914
Consumo deficiente de folato referido por las madres
En el embarazo Al momento de extraccion
Si 73 77 0,550
Total 106 106

Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 3. Grupo de segmentacion neutrofilica por tipo de defecto congénito folato-sensibles

en el grupo de madres de casos y controles. Villa Clara 2013-2018.

Casos (Casos incidentes  Controles X2 OR V de
» + prevalentes) n=58 n=106 Cramer
Grupo de segmentacion en CCCT —g- % No. % __ Valor Sig Valor IC%% __ Valor
Grupo | (Segmentacion normal) 52 89,66 100 9434 371 0,16 0,15
Grupo |l (Hipersegmentacién 4 6,90 6 5,66
neutrofilica)
Grupo |ll (Hipersegmentacion con al 2 3,45 0 0,00
menos un neutrdfilo con 6 nilcleos)
Presencia de hipersegmentacion 6 10,34 6 5,66 0,38 0,54 1,41 047-429 048
neutrofilica
Casos (Casos incidentes X2 OR V de Cramer
» + prevalentes) n=46
Grupo de segmentacion en DTN =g~ % Valor _Sig. Valor IC 95% Valor
Grupo | (Segmentacion normal) 40 87,00 477 0,08 0,18
Grupo Il (Hipersegmentacion 4 8,70
neutrofilica)
Grupo |ll (Hipersegmentacion con al 2 4,30
menos un neutréfilo con 6 nlcleos)
Presencia de hipersegmentacion 6 13,04 1,16 0,28 1,84 0,60 - 5,64 0,09
neutrofilica
Casos (Casos incidentes + X2 OR V de
. prevalentes) n=34 Cramer
Grupo de segmentacion en HLP No. % Valor _ Sig.__ Valor IC 95% Valor
Grupo | (Segmentacién normal) 30 88,24 0,59 0,45 0,07
Grupo |l (Hipersegmentacién neutrofilica) 4 11,76
Grupo lll (Hipersegmentacion con al menos 0 0,00
un neutrdfilo con 6 ndcleas)
Presencia de hipersegmentacion 4 11,76 0,59 0,45 1,63 046-5284 0,07
neutrofilica
Casos (Casos incidentes + X2 OR Vde
» prevalentes) n=44 Cramer
Grupo de segmentacion en SD No. % Valor _Sig.  Valor IC 95% Valor
Grupo | (Segmentacidn normal) 41 93,18 249 0,29 0,13
Grupo Il (Hipersegmentacion neutrofilica) 2 455
Grupo |ll (Hipersegmentacion con al menos 1 2,27
un neutréfilo con 6 nicleos)
Presencia de hipersegmentacion 3 6,82 0,07 0,78 1,22 0,29-511 0,02

neutrofilica

]

?

v

CCCT: cardiopatias congénitas conotroncales, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis, SD: sindrome
Down. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 4. Grupo de segmentacién neutrofilica por tipo de defecto congénito folato-sensible en las

madres de casos incidentes y prevalentes por separado respecto a los controles. Villa Clara 2013-2018.

Casos incidentes Casos prevalentes  Controles n=106 X2
n=29 n=29
Grupo de segmentacion en CCCT No. % No. % No. % Valor Sig.
Grupo | 24 82,76 28 96,55 100 9434 8660 0,070
Grupo |l 4 13,79 0 0,00 6 5,66
Grupo I 345 1 345 0 0,00
Presencia de hipersegmentacion neutrofilica 5 17,24 1 344 6 5,66 5,281 0,071
Casos incidentes Casos prevalentes  Controles n=106 X2
n=23 n=23
Grupo de segmentacién en DTN No. % No. m No. o Valor Sig.
Grupo | 18 78,26 22 95,65 100 94,34 13,56 0,009
Grupo || 3 13,04 1 4,35 6 5,66
Grupo Il 2 8,70 0 0,00 0 0,00
Presencia de hipersegmentacion neutrofilica 5 21,74 1 4,35 6 5,66 7,188 0,027
Casos incidentes Casos prevalentes  Controles n=106 X2
n=17 n=17
Grupo de segmentacién en HLP No. o No. % No. o Valor Sig.
Grupo | 14 82,35 16 9412 100 9434 3220 0,200
Grupo |l 3 17,65 1 5,88 6 5,66
Grupo Il 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Presencia de hipersegmentacion neufrofilica 3 17,65 1 5,88 6 5,66 3,220 0,200
Casos incidentes Casos prevalentes  Controles n=106 X2
n=15 n=15
Grupo de segmentacién en GS No. % No. % No. % Valor Sig.
Grupo | 15 100,00 15 100,00 100 94,34 1,776 0,411
Grupo Il 0 0,00 0 0,00 6 5,66
Grupo I 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Presencia de hipersegmentacion neutrofilica 0 0,00 0 0,00 6 5,66 1,776 0,411
Casos incidentes Casos prevalentes  Controles n=106 X2
n=22 n=22
Grupo de segmentacion en SD No. % No. % No. o Valor Sig.
Grupo | 20 90,91 21 95,45 100 9434 5919 0,205
Grupo |l 1 4,55 1 4,55 6 5,66
Grupo Il 1 455 0 0,00 0 0,00
Presencia de hipersegmentacion neutrofilica 2 9,09 1 4,55 6 5,66 0477 0,788

CCCT: cardiopatias congénitas conotroncales, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras labiopalatinas, GS: gastrosquisis,
SD: sindrome Down. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 5. Hipersegmentacion neutrofilica en las madres de casos con defectos congénitos
folato-sensibles. Villa Clara 2013-2018.

Hipersegmentacién Casos incidentes Casos prevalentes Prueba de
(n=29) (n=29) diferencia de
proporcioones

N % N % Sig.
5 17,24 1 3,45 0,108
Casos incidentes Controles (n=106)

CCCT N % N %
5 17,24 6 5,66 0,057
Casos prevalentes Controles (n=106)
N % N %
1 3,45 6 5,66 0,702
Casos incidentes Casos prevalentes
(n=23) (n=23)
N % N % .

DTN 5 21,74 1 4,35 0,104
Casos incidentes Controles (n=106)
N % N %
5 21,74 6 5,66 0,025
Casos prevalentes Controles (n=106)
N % N %
1 4,35 6 5,66 0,965
Casos incidentes Casos prevalentes
(n=17) (n=17)

HLP N % N %
3 17,65 1 5,88 0,351
Casos incidentes Controles (n=106)
N % N %
3 17,65 6 5,66 0,109
Casos prevalentes Controles (n=106)
N % N %
1 5,88 6 5,66 0,972
Casos incidentes Casos prevalentes
(n=22) (n=22)

SD N % N % .
2 9,09 1 4,55 0,616
Casos incidentes Controles (n=106)
N % N %
2 9,09 6 5,66 0,624
Casos prevalentes Controles (n=106)
N % N %
1 4,55 6 5,66 0,987

CCCT: Cardiopatias congénitas conotroncales. DTN: Defectos del tubo neural. HLP: Hendiduras labiopalatinas.
GS: Gastrosquisis.SD: Sindrome Down. Fuente: Base de datos de la investigaciéon.



ANEXO 6. Concentraciones de oligoelementos en las madres de los casos incidentes, prevalentes y
controles. Villa Clara 2013-2018.

Niveles de Casos incidentes Casos prevalentes U de Mann Whitney
oligoelementos Valor Sig.
Cinc 9,91 11,79 2592,50 0,000
Cobre 20,56 15,84 3566,00 0,000
Calcio 2,16 2,25 4334,00 0,119
Magnesio 0,74 0,79 4125,00 0,001
Hierro 10,11 12,30 30,33 0,000
Casos incidentes Controles
Cinc 9,91 11,95 2328,00 0,000
Cobre 20,56 15,52 3390,00 0,000
Calcio 2,16 2,23 4587,00 0,172
Magnesio 0,74 0,80 3893,00 0,000
Hierro 10,11 10,89 2901,00 0,000
Casos prevalentes  Controles
Cinc 11,79 11,95 5160,50 0,305
Cobre 15,84 15,52 5465,50 0,733
Calcio 2,25 2,23 5359,50 0,562
Magnesio 0,79 0,80 5427,00 0,668
Hierro 12,30 10,89 5440,00 0,690

Valores de Referencia: Cinc: 7,7-23 umol/L; Cobre: 11,0-24 pymol/L; Calcio: 2,02-2,60 umol/L; Magnesio: 1,90-2,60 umol/L;
Hierro: 4,0-30,0 umol/L. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 7. Niveles séricos de oligoelementos en las madres de los casos prevalentes segun afio de diagnostico. Villa Clara 2013-2018.

Oligo- Afio 2013 Ao 2014 Ao 2015 X2 Kruskal Wallis
elementos Mediana 95% IC Mediana 95% IC Mediana 95% IC Valor  Sig.

Zn 11,98 11,59-12,51 11,12 10,41-11,79 11,79 10,82-12,16 4,40 0,111
Cu 18,19 16,26-19,40 15,58 15,24-18,17 14,69 14,73-17,84 2,66 0,264
Ca 2,24 2,15-2,34 2,37 2,19-2,42 2,22 2,24-2,53 0,99 0,631
Mg 0,79 0,75-0,86 0,80 0,79-0,85 0,74 0,75-0,80 500 0,082
Fe 11,04 11,06-13,34 10,21 10,11-12,86 10,89 10,25-12,67 1,38 0,503

Zn: cinc, Cu: cobre, Ca: calcio, Mg: magnesio, Fe: hierro. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 8. Niveles séricos maternos de los cinco oligoelementos en los diferentes tipos de
defectos congeénitos folato-sensibles en las madres de casos y controles. Villa Clara 2013-
2018.

Oligo- Caacs con OC conotroncales Controles U de
elementos Mann
Whitney
Mediana Q5% I1C Mediana 95% 1C p
Cinc 943 3,89 -13489 11.95 653 -1449 0,000
Cobre 18,33 MAT =35.20 15.52 6,53 — 3583 0027
Calcio 222 1,80 - 3,56 223 1,28 - 356 0&77
Magnesio Q.77 0,54 — 0,99 Q0,78 Q.59 —1.07 0,123
Hizrro a7 351 =210 11.04 682 — 72 66 0,000
Cazos con OTH
Cinc 11.29 541 -14 439 0,003
Cobre 20,29 11,06 —33.48 0,000
Calcio 2,18 128277 0,083
Magnesio 0,76 0,52 -166 0,256
Hizrmro 967 294 — 2210 0,001
Casos con HLF
Cinc 10,26 2E2-1352 0,000
Cobre 16,03 10,97 -3012 0672
Calcio 2,19 1,34 -3 45 0,797
Magnesio Q.70 0,38 - 0,93 (0,000
Hizrro 952 3T73-1876 0,032
Casos con G5
Cinc 11,24 1M12-1219 0,308
Cabre 18,65 16,27 —19.34 0,113
Calcic 2,18 180-356 0,212
Magnesic 0,77 063 -0.97 0,155
Hizmo 10.50 5761854 0,271
Cazos con 50
Cinc 11,48 10,80 — 11,91 0,130
Cobre 16,22 16,71 - 2045 0,114
Calcio 215 218 -243 0,675
Magnesio 0,75 -1.06-615 0715
Hizrmo 10,89 992 1225 0,230

CCCT: Cardiopatias congénitas conotroncales. DTN: Defectos del tubo neural. HLP: Hendiduras
labiopalatinas. GS: Gastrosquisis.SD: Sindrome Down. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 9. Niveles séricos maternos bajos o elevados de oligoelementos como factores de
riesgo para los diferentes de defectos congénitos folato-sensibles en la descendencia. Villa
Clara 2013-2018.

Controles X2 de Pearson
(n=106) (*TE Fisher)

Casos OR
CCCT (n=58) No. % No. %  Valor p Valor 95% IC
Niveles bajos de Zn 17 2931 6 566 17,39 0,000 691 2,54-18,77
Niveles elevados de Cu 13 2241 8 755 742 0,006 3,54 1,37-9,14
Niveles bajos de Ca 4 689 5 471 0,722
Niveles bajos de Mg 8 13,79 6 566 3,18 0,075
Niveles bajos de Fe 4 689 0 0,00 0,015
Deficiencia multiple de
oligoelementos 11 18,97 2 345 0,001 12,17 2,60-57,08
DTN (n=46) No. % X2 p OR 95% IC
Niveles bajos de Zn 13 2826 14,98 0,000 6,57 2,31-18,67
Niveles elevados de Cu 14 30,43 13,58 0,000 536 2,06-13,94
Niveles bajos de Ca 6 13,04 3,31 0,069
Niveles bajos de Mg 9 19,57 6,97 0,008 405 1,35-12,18
Niveles bajos de Fe 5 10,87 0,002
Deficiencia multiple de oligoelementos 9 15,52 14,93 0,000 12,65 2,61-61,25
HLP  (n=34)
Niveles bajos de Zn 7 2059 681 0,009 432  1,34-1393
Niveles elevados de Cu 5 14,71 1,57 0,211
Niveles bajos de Ca 5 14,71 3,87 0,049
Niveles bajos de Mg 13 38,24 23,29 0,000 10,32 3,52- 30,25
Niveles hajos de Fe 2 5,88 0,058
Deficiencia multiple de oligoelementos 6 17,65 0,03 11,14 2,13-58,24
GS (n=30)
Niveles bajos de Zn 0 0,00 6,81
Niveles elevados de Cu 1 3,33 1,57 0,683
Niveles bajos de Ca 3 10,00 3,87 0,374
Niveles bajos de Mg 4 1,76 23,29 0,227
Niveles bajos de Fe 0 0,00
Deficiencia multiple de oligoelementos 1 3,33 0,530
SD (n=44)
Niveles bajos de Zn 5 11,36 0,023 6,68 1,24-3579
Niveles elevados de Cu 6 13,60 1,36 0,243
Niveles bajos de Ca 3 6,82 0,722
Niveles bajos de Mg 7 15,91 413 0,056
Niveles bajos de Fe 2 455 0,085
Deficiencia multiple de oligoelementos 5 11,36 0,023 6,68 1,24-3579

ICCCT: Cardiopatias congénitas conotroncales. DTN: Defectos del tubo neural. HLP: Hendiduras abiopalatinas.
GS: Gastrosquisis.SD: Sindrome Down. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 10. Analisis multivariado de variables epidemioldgicas, hipersegmentacion neutrofilica y

concentraciones de oligoelementos en las madres de casos y controles. Villa Clara 2013-2018.

Tabla de clasificacién?

Observado Pronosticado
Estatus Casos Control Correccion de
Casos Control porcentaje
Paso 15 Estatus Casos Control Casos 189 23 89,2
Controles 22 84 79,2
Porcentaje global 85,8
a. Elvalor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
95% C.I. para
Error EXP(B)
Paso 15 B estandar  Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Antecedentes enfermedades
o 1,239 425 8,490 1 ,004 3,307 1,378 7,936
cronicas
Periodo intergenésico corto 2,003 ,398 25,324 1 ,000 2,900 ,669 12,571
Consumo tabletas
) ) 1,491 484 9,493 1 ,002 6,381 2,762 14,744
anticonceptivas
AFP elevada 3,098 ,862 12,904 1 ,000 3,876 ,692 21,699
Polihidramnios 2,934 1,387 4,472 1 ,034 4,122 1,529 11,110
Sobre peso u obesidad 1,872 ,570 10,795 1 ,001 20,131 3,290 123,192
Consumo deficiente de folatos 1,289 ,402 10,279 1 ,001 20,006 1,132 353,454
Antagonistas de AF 1,716 846 4,114 1 ,043 1,416 ,240 8,344
Avanzada edad materna 4,756 1,144 17,282 1 ,000 6,586 1,988 21,812
Madre adolescente 1,793 ,505 12,609 1 ,000 3,018 1,319 6,905
No consumo preconcepcional
de AF ,949 ,390 5,913 1 ,015 6,357 1,124 35,964
Hipercupremia 1,218 ,582 4,375 1 ,036 1,107 ,181 6,773
Deficiencia multiple de
) ) 2,177 ,833 6,834 1 ,009 2,200 478 10,121
Micronutrientes
Constante -49,577 6,550 57,297 1 ,000 79,425 7,676 821,820




ANEXO 11. Comparacién de los niveles maternos de homocisteina en las madres de los casos

incidentes, prevalentes y controles. Villa Clara 2013-2018.

Grupos Mediana Mediana en gruposa U de Mann Whitney
comparar
Valor Sig.
Casos incidentes Controles
11,74 5,34 209,50 0,000
Casos 385,50 0,009
prevalentes 7,77

Casos prevalentes 195,00 0,023
Casos incidentes 11,74 777

Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 12. Analisis multivariado de variables epidemioldgicas, hipersegmentacion neutrofilica,

concentraciones de oligoelementos y niveles de homocisteina en las madres de los casos y de
controles. Villa Clara 2013-2018.

Tabla de clasificacién?

Observado Pronosticado
Estatus Casos Control Correccion de
Casos Control porcentaje
Paso 13 Estatus Casos Control Casos 47 3 94,0
Controles 6 44 88,0
Porcentaje global 91,0

a. El valor de corte es ,500

Variables en la ecuacion

95% C.I. para

Error EXP(B)

Paso 13 B estandar Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Periodo intergenésico corto 3,368 ,966 12,145 1 ,000 3,307 1,378 7,936
Abortos espontaneos 2,744 1,316 4,348 1 ,037 2,900 ,669 12,571
AFP elevada 24,258  11795,643 ,000 1 ,998 6,381 2,762 14,744
Polihidramnios 23,284  25984,190 ,000 1 999 3,876 ,692 21,699
Consumo deficiente de folatos 2,419 , 781 9,585 1 ,002 4,122 1,529 11,110
Avanzada edad materna 5,139 1,525 11,348 1 ,001 20,131 3,290 123,192
Madre adolescente 4,152 1,340 9,596 1 ,002 20,006 1,132 353,454
Hipocincemia 3,387 1,174 8,325 1 ,004 1,416 ,240 8,344
Umbral de riesgo para la Hcis 3,345 1,135 8,682 1 ,003 6,586 1,988 21,812
Constante -138,853 57072,423 ,000 1 ,998 3,018 1,319 6,905

a. Variables especificadas en el paso 1: Consumo_deficiente_Folatos.
b. Variables especificadas en el paso 2: Consumo_tabletas_AC.

c. Variables especificadas en el paso 3: Avanzada_edad_materna.
d. Variables especificadas en el paso 4: AFP_elevada.

e. Variables especificadas en el paso 5: Umbral_de_Riesgo.

f. Variables especificadas en el paso 6: Periodo_IG_Corto.

g. Variables especificadas en el paso 7: Antagonistas_AF_dicot.

h. Variables especificadas en el paso 8: Adolescente.

i. Variables especificadas en el paso 9: Polihidramnios.

j- Variables especificadas en el paso 10: Hipocincemia.

k. Variables especificadas en el paso 13: Aborto_espontaneos.



ANEXOS CAPITULO 4

ANEXO 1.
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Figura 1. Imagen que muestra la corrida electroforética de 10 muestras genotipadas para el
polimorfismo C677T del gen MTHFR.

Se observan los fragmentos del producto amplificado de 198 pb y 175 pb correspondientes a
los diferentes genotipos, corriendo simultaneamente con el marcador de peso molecular de 25
pb. En los recuadros se especifican los genotipos correspondientes.



ANEXO 2. Analisis del equilibrio génico de Hardy Weinberg para el polimorfismo C677T en

el grupo de controles procedentes del presente estudio y del procedente del estudio de Holguin.

Muestra
presente  Frecuencia genotipica observada Frecuencia genotipica esperada X2
estudio
Genotipo N % N % Valor p
CC 19 4419 20 46,51 077 0,723
CT 21 48,84 19 44,19
T 3 6,98 4 9,30
Total 43 100,00 43 100,00
Muestra del estudio procedente de Holguin
CC 56 43,08 61 46,92 264 0296
CT 66 50,77 56 43,08
T 8 6,15 13 10,00
Total 130 100,00 130 100,00

Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 3. Comparacion de las frecuencias genotipicas en los grupos de madres de casos y
de los controles. Villa Clara 2013 — 2018.

CONTROLES DEL PRESENTE ESTUDIO VS CONTROLES DE LA PROVINCIA HOLGUIN

Controles Controles Holguin
Genotipo N % N % p
cc 19 44.19 56 4308 1,000
CcT 21 48 84 66 5077  0.861
T 3 6,98 8 6,15 1,000
Total 43 100,00 130 100,00

CASOS Y CONTROLES DEL PRESENTE ESTUDIO

Casos (incidentes +  Controles

prevalentes)
Genotipo N % N %
cC 37 41,11 19 44,19 0851
cT 40 44,44 21 4884 0710
T 13 14,44 3 6,98 0265
Total 9 100,00 43 100,00

CASOS DEL PRESENTE ESTUDIO Y CONTROLES DE LA PROVINCIA HOLGUIN

Casos (incidentes y

prevalentes) Controles
Genotipo Nimero % Numero %
cc 37 41,11 56 4308 0783
CcT 40 44 44 66 5077 0410
T 13 14,44 8 6,15 0,059
Total 90 100,00 130 100,00

CASOS DEL PRESENTE ESTUDIO Y TOTAL DE CONTROLES DE AMBAS PROVINCIAS

Casos (incidentes y

prevalentes) Controles
Genotipo N % N %
ccC 37 41,11 75 5769 0793
CcT 40 44,44 87 66,02 043
T 13 14,44 11 6,36 0,041
Total 90 10000 173 100,00

Fuente: Base de datos de la investigacion y Referencia bibliografica 72.



ANEXO 4. Variables de riesgo en la muestra genotipada en las madres de casos incidentes,

prevalentes y contoles de la muestra total. Villa Clara 2013-2018.

Muestra
Casos Casos total

Variables incidentes  prevalentes Controles (n=318)
n N % N % N % X? p p

Hipersegmentacion

neutrofilica 133 15 1420 4 380 6 570 8,94 0,011 0,302
Umbral de riesgo Hcis 83 5 2000 4 1600 5 10,00 241 0,660 0,325
Presencia de 0,008
hiperhomocisteinemia 83 7 28,00 2 800 1 200 12,67 0,002

Niveles bajos de Zn 133 35 3300 5 470 6 570 44,27 0,000 0,002
Niveles elevados de Cu 133 28 26,40 11 1040 g8 750 17,42 0,000 0,010
Niveles bajos de Ca 133 13 1230 8 750 5 470 4,0 0,128 0,111
Niveles bajos de Mg 133 32 30,20 9 850 6 570 30,30 0,000 0,001
Niveles bajos de Fe 133 12 1130 1 410 o 0,00 21,33 0,000 0,009
Deficiencia de algun

micronutriente 133 56 52,80 16 15,10 15 14,20 51,92 0,000 0,000
Deficiencia multiples

micronutrientes 133 27 25,50 5 470 2 190 36,61 0,000 0,000
Genotipo TT 133 7 6,60 6 570 3 280 1,84 0,765 -
GenotipoCTo TT 133 26 2450 27 2550 24 22,60 0,42 0,981 -

Hcis: homocisteina, Zn: cinc, Cu: cobre; Ca: calcio, Mg: magnesio, Fe: hierro. Fuente: Base de datos de la investigacion.



ANEXO 5. Andlisis multivariado de variables epidemioldgicas, hipersegmentacion neutrofilica,

concentraciones de oligoelementos y del genotipaje. Villa Clara 2013-2018.

Tabla de clasificacion?

Observado

Pronosticado

Estatus Casos Control

Correccion de

Casos Control porcentaje
Paso 8 Estatus Casos Control Casos 81 9 90,0
Control 10 33 76,7
Porcentaje global 85,7
a. El valor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
95% C.I. para
Error EXP(B)
Paso 8 B estandar Wald gl Sig. Exp(B) Inferior ~ Superior
Periodo intergenésico corto 2,125 ,648 10,755 1 ,001 8,376 2,352 29,833
AFP elevada 21,567 10631,420 ,000 1 ,998 2326069155,1 ,000
Sobre peso u obesidad 20,453 7968,269 ,000 1 ,998 762835259,27 ,000
Consumo deficiente de folatos 1,541 ,656 5,509 1 ,019 4,668 1,289 16,899
Avanzada edad materna 22,023 8337,234 ,000 1 ,998 3667527855,9 ,000
Madre adolescente 2,478 ,817 9,213 1 ,002 11,922 2,406 59,069
No consumo preconcepcional
de AF 1,388 ,665 4,349 1 ,037 4,005 1,087 14,759
Deficiencia multiple de
) ) 1,531 ,701 4,774 1 ,029 4,625 1,171 18,272
micronutrientes
Constante -142,960 31370,671 ,000 1 ,996 ,000

a. Variables especificadas en el paso 1. No_consumo_AF.
b. Variables especificadas en el paso 2: Avanzada_edad_materna.
c. Variables especificadas en el paso 3: Deficiencia_Micronutrientes.
d. Variables especificadas en el paso 4: AFP_elevada.
e. Variables especificadas en el paso 5: Adolescente.

f. Variables especificadas en el paso 6: Periodo_IG_Corto.

g. Variables especificadas en el paso 7: Sobre_Peso_Obesa.
h. Variables especificadas en el paso 8: Consumo_deficiente_Folatos.



ANEXO 6. Andlisis multivariado de variables epidemioldgicas, hipersegmentacion neutrofilica,

concentraciones de oligoelementos, niveles de homocisteina y del genotipaje. Villa Clara

2013-2018.

Tabla de clasificacion?

Observado Pronosticado

Estatus Casos Control

Correccion de

Casos Control porcentaje
Paso 7 Estatus Casos Control Casos 38 11 77,6
Control 3 31 91,2
Porcentaje global 83,1
a. El valor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
95% C.I. para
Error EXP(B)
B estdndar  Wald gl Sig. Exp(B) Inferior  Superior
Consumo tabletas anticonceptivas 3,720 1,320 7,940 1 ,005 41,259 3,103 548,576
AFP elevada 22,677 11302,969 ,000 1 ,998 7052050759,010 ,000
Sobre peso u obesidad 20,897 10575,714 ,000 1 ,998 1189152991,987 ,000
Consumo deficiente de folatos 3,417 1,146 8,895 1 ,003 30,491 3,227 288,088
Consumo de antagonistas de AF 4,061 1,722 5,558 1 ,018 58,022 1,984 1697,111
Avanzada edad materna 23,547 10192,110 ,000 1 ,998 16838063684,586 ,000
Umbral de riesgo de Hcis 1,820 ,923 3,886 1 ,049 6,174 1,011 37,723
Constante -156,330 37066,513 ,000 1 ,997 ,000

a. Variables especificadas en el paso 1. Consumo_deficiente_Folatos.

b. Variables especificadas en el paso 2: Avanzada_edad_materna
c. Variables especificadas en el paso 3: Consumo_tabletas_AC.
d. Variables especificadas en el paso 4: AFP_elevada.

e. Variables especificadas en el paso 5: Sobre_Peso_Obesa.

f. Variables especificadas en el paso 6: Antagonistas_AF_dicot.

g. Variables especificadas en el paso 7: Umbral_de_Riesgo.





