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RESUMEN

El labio hendido (LH) con o sin paladar hendido (c/s PH) es un caso común de 

anomalía congénita al cual se le atribuyen diferentes orígenes, tanto ambientales 

como genéticos. Dentro de las posibles modificaciones metabólicas que pueden 

originar alteraciones en el desarrollo embrionario, como las fisuras orales, se 

encuentran variantes mutadas de la 5,10- metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR), 

que es la enzima que metaboliza la forma predominante de folato circulatorio. Se han

identificado que dos polimorfismos en el gen MTHFR: 677C>T y 1298A>C reducen la 

actividad de dicha enzima, aumentando el riesgo de tener hijos con malformaciones 

congénitas. 

En el presente trabajo, se realizaron dos estudios: uno basado en Casos-Controles y 

un estudio de agregación familiar (tríos). Se analizaron además  las relaciones entre 

las variables de riesgo y el LH c/s PH, utilizando técnicas estadísticas para determinar 

la correlación entre dichos factores, tanto ambientales como genéticos. Los resultados 

obtenidos sugieren los factores de riesgo significativos para la manifestación de LH c/s 

PH, tanto genético-hereditarios (una línea materna de mayor homología; la 

combinación heterocigotas de los padres; antecedentes familiares; consanguinidad; 

multiparidad), como ambientales (las enfermedades en el primer trimestre y/o 

exposición a fármacos durante el mismo; ocupación y/o nivel de escolaridad de al 

menos uno de los progenitores). 

PALABRAS CLAVE: Labio hendido con o sin paladar hendido, gen MTHFR, factores 

de riesgo, polimorfismos 677C>T y 1298A>C.
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1.- INTRODUCCIÓN

Un caso común de anomalía congénita es el labio hendido (LH) con o sin paladar 

hendido (c/s PH) al cual se le atribuyen diferentes orígenes, tanto ambientales como 

genéticos; los niveles bajos de folato predisponen a algunos sujetos a presentar 

fisuras faciales, asociando la presencia de polimorfismos en los genes codificantes de 

enzimas de la ruta este metabolito, como la 5,10- metilentetrahidrofolato reductasa

(MTHFR), que es la enzima que cataliza la forma predominante de folato circulatorio. 

Se han identificado que dos polimorfismos en el gen MTHFR: 677C>T y 1298A>C 

reducen la actividad de dicha enzima, lo que disminuye la concentración de folatos en 

el plasma y la metilación del DNA genómico, aumentando el riesgo de tener hijos con 

defectos de tubo neural (DTN) y otras condiciones y enfermedades asociadas, como 

fisuras orales. 

En el presente trabajo, se realizaron dos estudios: uno basado en Casos-Controles, en

niños afectados versus niños sin la malformación, monitoreados en el Hospital del 

Niño DIF de Pachuca, Hidalgo, así como el padre y la madre de cada uno, para 

verificar la herencia de los dos polimorfismos del gen MTHFR en una población infantil 

del estado de Hidalgo. Adicionalmente, se realizó un estudio de agregación familiar 

(tríos) tanto en los individuos afectados como en sus padres. Las relaciones entre las 

variables de riesgo y el LH c/s PH se evaluaron a partir de un cuestionario clínico y la 

genotipificación para ambos polimorfismos del gen de la MTHFR, utilizando técnicas 

estadísticas para determinar la correlación entre los factores de riesgo ambientales y 

genéticos.
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2.-ANTECEDENTES:

2.1.- Definición de Labio Hendido con o sin Paladar Hendido

El Labio Hendido con o sin Paladar Hendido (LH c/s PH) es la falta de fusión entre el 

proceso maxilar del lado afectado con su respectivo proceso nasomedial, este último 

derivado de la placoda olfatoria (Moore, 2004).

2.1.1.- Embriología
Durante la quinta semana de gestación, el engrosamiento del ectodermo ocurre 

bilateralmente en la parte ventrolateral del proceso frontonasal y comienza la 

formación de dos invaginaciones denominadas placodas olfatorias, que formarán las 

fosas olfatorias (Figura 1). En esta etapa las fosas olfatorias y el estomodeo (orificio 

que dará origen a la boca) se encuentran en continuidad, formándose un surco en los 

procesos nasomedial y el estomodeo, mientras que a ambos lados de los procesos 

nasomediales el tejido va proliferando (Sedano, 2007). 

Figura 1.-Vistas frontales de cabezas de embriones humanos en la quinta y sexta semana de gestación, 
mostrando el movimiento y proliferación de los principales procesos que conforman la cara (Carlson, 
2009).
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El LH c/s PH ocurre entre la cuarta y la séptima semana de gestación, siendo la sexta 

semana la de mayor riesgo para su manifestación (Stainer, 2004; Figura 2). 

Figura 2.- Vista anterior del embrión a las 7.2 semanas, donde muestra el surco que persiste dejando a 
las fosas olfatorias y el estomodeo en continuidad, resultando en labio hendido unilateral (Tomada de
Moore, 2004).

El labio superior completo se forma a partir de: los primordios maxilares, el primordio 

nasolateral y el nasomedial; el rápido crecimiento de los procesos maxilares y los 

procesos nasomediales dan como resultado una fusión entre éstos (Figura 3).

Labio inferior

Labio hendido unilateral



Análisis de dos polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa (677C>T y 1298A>C) 
en una población infantil del estado de Hidalgo.

2011

4

CHÁVEZ-CALZADA                         

Figura 3.- Vistas frontales de cabezas de embriones humanos en la séptima y octava semana de 
gestación, mostrando la fusión de los procesos medionasales para formar el labio superior intacto.

2.1.2.- Incidencia
La frecuencia a nivel mundial de LH c/s PH es de uno a dos por cada 1,000 recién 

nacido vivos (Gorlin, 2001), Por su parte la OMS en “Global registry and database on 

craniofacial anomalies” (2003), refiere tasas de prevalencia para diferentes países  por

cada 10,000 nacidos vivos: Bolivia 22.94, Japón 16.04, China 12.17, España  7.34, 

Francia 7.22, Estados Unidos 8,94, Italia 6.74, Israel 3.37, Brasil 11.93. En particular 

para México, refiere 12.53. Mientras que la incidencia en los grupos humanos 

restantes se considera constante y se encuentra cercano a 0.5:1,000 (Rodríguez, 

2006). No obstante Sedano (2007) refiere una proporción de 1:450 nacidos vivos en 

países sudamericanos.
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Figura 4.- Incidencia de LH c/s PH en América Reporte de la OMS (Global registry and database on 
craniofacial anomalies, 2003).

2.2.- Etiología multifactorial

La etiología de esta anomalía es de carácter multifactorial y en su aparición juegan un 

papel importante los factores genéticos y ambientales (Bender, 2000; Stanier, 2004). 

Se ha identificado que el 70% de los sujetos presentan LH c/s PH no sindrómico, es 

decir, sin asociación con otras malformaciones (Schutte y Murray, 1999).

Pérez (1993), refiere la presencia de LH c/s PH con antecedentes de otras 

malformaciones en la familia, apoyando la etiología multifactorial. Entre los parientes 

de personas con labio hendido, la frecuencia de malformaciones es de 3 a 4% para los 

hermanos y los hijos, en el caso de parientes de segundo grado comprende entre 0.6 y 

1%  y un 0.4% en parientes de tercer grado (OMS, 1970)



Análisis de dos polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa (677C>T y 1298A>C) 
en una población infantil del estado de Hidalgo.

2011

6

CHÁVEZ-CALZADA                         

2.2.1.- Antecedentes familiares
La predisposición hereditaria, combinada con ciertos factores ambientales, puede 

condicionar la aparición de esta malformación. Se ha reportado intervalos del 33 al 

36% positivos con historia familiar en los casos de fisuras de LH c/s PH, (Sacsaquispe, 

2004).

Fraser (1970) resume los riesgos estándar para LH c/s PH, considerando si los padres 

no están afectados y  tienen un niño afectado, con una probabilidad de 4% de que el 

próximo hijo tuviera la misma condición, tenga o no un familiar afectado. También una 

probabilidad de 2% de que el niño afectado también presente otra malformación y

4% si los padres presentan parentesco.

Si uno de los padres está afectado y no tienen niños afectados, la probabilidad de que 

el próximo hijo presente la alteración es de 4%. Adicionalmente, si tienen un niño 

afectado, la probabilidad de un próximo niño afectado también, es del 17%

El riesgo también se incrementa por la severidad de la fisura: el hermano subsecuente 

de un niño con labio hendido unilateral tiene un riesgo de presentar la deformidad 

cercano al 2.5%; cuando el niño afectado tiene LH c/s PH unilateral el riesgo del 

hermano es de 4.2% y con LH c/s PH bilateral es de 5.7%.

2.2.2.- Edad y número de gestas                                                                                                                             
Otras variables que tienen alta incidencia incluyen: edad materna y paterna, ocupación 

de la madre y padre. El incremento de la edad materna (35 a 40 años) está asociado 

con el incremento del riesgo para la presencia de hendiduras y otras anormalidades. 

La edad del padre es aparentemente más significativa que la de la madre, pero el 
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riesgo ciertamente es mayor cuando ambos padres están por encima de los 30 años 

de edad (OMS, 1970)

Adicionalmente, la presencia de esta malformación se ha relacionado también con el 

número de gestaciones de la madre, mostrando mayor prevalencia en donde las 

madres refieren multiparidad; Sacsaquispe (2004) identifica que en el grupo de casos 

con fisuras, las madres tienen un número de gestación igual o mayor a tres, además 

registra que el 31.7% consumió algún medicamento.

2.2.3.- Agentes ambientales
Se ha documentado de igual manera que diversos tipos de agentes químicos se ven 

implicados en la patogénesis de las fisuras de labio y paladar. Investigaciones 

epidemiológicas han relacionado variables como las ocupaciones paternas, la edad del 

padre, la contaminación del hogar con solventes y otros agentes químicos y la 

etiología del LH c/s PH (Mcdonald, 1988; Sadler, 2003; Thulstrup, 2006).

Amidei (1994) en un estudio en Colorado (Estados Unidos), trabajó con variables 

antropológicas, como: el género, el grupo étnico y la variación geográfica, encontrando 

que en el sexo masculino hay mayor incidencia, en cuanto al grupo étnico la raza 

blanca es la más susceptible y el mayor porcentaje de afectados se presentó en áreas 

no metropolitanas.

2.2.3.- Factores socioeconómicos
Se ha reportado una asociación entre la alta incidencia de fisuras orales y el bajo nivel 

socioeconómico familiar, presumiblemente relacionado con la malnutrición que se da 

en estas condiciones (OMS 1970). La etiología del LH c/s PH establece correlaciones 
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positivas con factores socioeconómicos bajos, esto evidencia la existencia de una 

asociación entre el estado de salud y el estatus social (Escoffié, 2010), es decir,

individuos con mejor nivel socioeconómico disfrutan de mejor salud; en el estudio de 

Murray (1997), en Filipinas, la incidencia de LH c/s PH es de 1:500 en las poblaciones 

indigentes, mientras que para los nativos de estratos socioeconómicos altos es de 

1:1000 nacidos.

2.3.- Genes asociados al Labio hendido con o sin paladar hendido

Con base en lo referido anteriormente, es evidente que el labio hendido con o sin 

paladar hendido no sindrómico es un trastorno heterogéneo (Murray, 1995). Además

varias regiones cromosómicas (1q, 2p, 4q, 6p, 14q, 17q, 19q) se han relacionado con

su etiología; los estudios de ligamiento y de asociación realizados en la última década, 

han llevado a la identificación de más de diez loci, conocidos como “loci OFC” (por sus 

siglas en inglés; orofacial cleft: fisuras orofaciales).

2.3.1.- OFC1 (locus 6p23 p24)
Este gen se reporta localizado en el brazo corto del cromosoma 6, describiéndolo 

además como un "gen importante" y el principal responsable de la aparición de fisuras 

craneofaciales. El análisis de ligamiento al locus HLA, que se asigna a 6p21.3, ha 

dado lugar a resultados controversiales, tanto positivos como negativos (Van Dyke, 

1980; Watanabe, 1984). Eiberg et al., (1987), estudiaron 58 árboles genealógicos de 

las familias danesas con LH c/s PH no sindrómico, sugiriendo un modelo de herencia 

autosómica dominante. La finalidad del estudio fue detectar la presencia de la 

vinculación con 42 marcadores polimórficos, obteniendo resultados significativos para 

tres marcadores: F13A en 6p23 y 2p25 en ACP1 y PGD1 en 1p36. 

Estudios en modelos animales, muestran que el gen EDN1, que codifica para la 

endotelina-1, podría estar involucrado en la etiología del LH c/s PH; en particular
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Pezzetti et al., (2000), destacaron la posibilidad de que el gen ECE1 que codifica para 

una enzima que lleva a cabo la escisión de la endotelina.

2.3.2.- Locus OFC2 (2p13).
El gen TGFß, que codifica para la región alfa del factor de crecimiento transformador, 

fue el primero en asociarse con LH c/s PH (Ardinger, 1989). Adicionalmente, otros 

trabajos que verificaron esta asociación, presentan resultados positivos en diferentes 

poblaciones (Chenevix-Trench, 1992); sin embargo, estos hallazgos no fueron 

confirmados en estudios posteriores (Hecht, 1991). 

Recientemente, se informaron resultados negativos en un estudio realizado por 

Marazita (2002), quien verificó una posible asociación entre los marcadores para el 

gen TGFß con LH c/s PH en las poblaciónes caucásicas y china.

En un estudio (Warrington, 2006) se observó una asociación significativa para las 

variantes raras en PVR y PVRL2 genes en las poblaciones de América del Sur y 

Texas. Sin embargo, tras la secuenciación del gen, no se definió la contribución real a 

las variaciones individuales en la manifestación del LH c/s PH. 

Beiraghi (1994) investigó las regiones cromosómicas 4q25 y 4q13.3 en una muestra 

de estudio que consta de cinco familias multigeneracionales con una alta incidencia de 

LH c/s PH, evidenciando resultados positivos para los marcadores D4S192 y D4S175. 

La susceptibilidad del locus en el cromosoma 4q25 región 4q31.3 fue confirmada por 

un estudio posterior realizado por Mitchell et al., (1995). Otro estudio demostro la 

vinculación entre el labio y paladar hendido y el marcador D4S1629, localizado en el 

brazo corto del cromosoma 4, en la población china (Marazita, 2002).
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2.3.3.- OFC5 (gen MSX1)
La función del gen MSX1 en el desarrollo craneofacial a través de estudios en

modelos con ratones y humanos, sugieren que mutaciones en el gen MSX1 son las

responsables de la expresión de las características fenotípicas, tales como defectos en 

el desarrollo de los huesos nasales, frontal y parietal, y agenesia labiopalatina (Satoko 

y Maas, 1994). Los estudios de asociación y vinculación confirman así el papel de 

MSX1 en la etiología de LH c/s PH en diferentes poblaciones. Un estudio realizado por 

Blanco (2001) indica resultados positivos obtenidos con un estudio caso-control en la 

población chilena.

2.3.4.- OFC6 (gen IRF6).
El gen IRF6 en la región cromosómica 1q32 pertenece a una familia de nueve factores 

de transcripción que regulan la expresión de interferón alfa y beta después de la 

infección viral (Kondo, 2002). Las mutaciones en el gen IRF6 son la causa de la 

aparición del síndrome de Van der Woude, que presenta labio hendido autosómico 

dominante y/o fístulas del labio inferior y el paladar (Murray, 1990). La contribución de 

la etiología genética IRF6 de LH c/s PH es conocido para diversas poblaciones

(Blanton, 2005). Srichomthong (2005) observó asociación entre el gen y enfermedad 

para el polimorfismo rs2235371 en la población de Tailandia y Pegelow (2008) en la 

población sueca. Miestras que el estudio de Jugessur et al., (2008) en la población 

noruega, menciona la evidencia que las madres homocigotas para el alelo más 

frecuente en el polimorfismo rs4844880, tienen 1.8 veces más de riesgo de tener hijos 

afectados por el LH c/s PH.
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2.3.5.- OFC7 (gen PVRL1)
Suzuki (1998) identificó el gen PVRL1 y confirmó su participación en la etiología del 

labio y paladar hendido, con herencia autosómica recesiva, promueve el síndrome de 

displasia ectodérmica del paladar. La manifestación clínica de este síndrome consiste 

en malformaciones como el labio hendido y/o paladar hendido; sindactilia y otros 

defectos de las manos; la displasia ectodérmica y, en muchos casos, el retraso mental. 

El gen PVRL1 codifica para la nectina, una molécula expresada durante el desarrollo 

del paladar y en los mecanismos responsables de la formación del mismo. Muchos 

estudios han demostrado la asociación entre el gen PVRL1 y el labio hendido con o sin 

paladar hendido no sindrómico, en diferentes poblaciones, tales como Venezuela 

(Sozen, 2001), las variantes Italianas W185X y R199Q (Scapoli, 2004; Scapoli, 2006) y 

China (Tongkobpetch, 2008), donde no se encontró asociación entre los polimorfismos 

de dicho gen y la manifestación de la patología en la población.

2.3.6.- OFC8 (gen TP73L) 
El gen TP73L codifica para la proteína tumoral p63 (Celli, 1999). Se han demostrado 

que las mutaciones en el gen TP73L condicionan la aparición de síndromes que 

presentan fisura facial (Ianakiev, 2000). Van Bokhoven (2002), ha examinado las 

mutaciones en el gen p63 que causan el desarrollo de estos síndromes y establece

una correlación con el genotipo. 

2.3.7.- OFC9 (locus 13q33.1-q34) 
La asociación entre la región cromosómica 13q33.1-q34 y labio y paladar hendido ha 

sido demostrada por un estudio de Radhakrisna (2006), sobre una muestra que consta 
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de dos familias indias multigeneracionales. Además, se demostró que el labio y 

paladar hendido es muy común en los pacientes con trisomía del cromosoma 13 

(Berge, 2001).

2.3.8.- OFC10 (gen SUMO1) 
La expresión del gen SUMO1 en el labio superior, el paladar y el borde medial del 

epitelio del paladar primario al secundario, en el estadio 13.5 en desarrollo embrionario 

de ratones, además de otros estudios en modelos animales han confirmado el papel 

de SUMO1 y malformaciones craneofaciales (Alkuraya, 2006). 

2.3.9.-RARα (locus 17q21.1) 
Los experimentos en modelos animales, indican que el ácido retinoico modula el 

desarrollo de la cabeza y que su receptor es importante en la palatogénesis (Studer, 

1994). Chenevix-Trench (1992) ha confirmado que los genes TGFß y RARα no actúan 

de forma sinérgica en la determinación de labio y paladar hendido, pero una posible 

mutación en ambos genes parece predisponer a la hendidura en el 50% de los casos 

estudiados.

Shaw (1993) muestra, una asociación positiva, mientras que otros estudios han 

demostrado que es posible descartar por completo una relación entre tres alelos de 

RARα y la enfermedad (Vintiner, 1993; Stein, 1995). 

2.4.- MTHFR (1p36 locus) 

El gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) se localiza en el brazo corto 

del cromosoma uno; contiene aproximadamente 2,2 Kilobases (Kb) y codifica para una 

proteína (la 5-10-metilentetrahidrofolato reductasa; 5-10MTHFR) de 77 Kilodaltones 
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(KDa; Nitsche, 2003). Se ha demostrado que la mutación 677C>T en el gen influye 

para que la enzima MTHFR sea termolábil, con actividad reducida asociada con altos 

niveles de homocisteína en plasma (Kluijtmans, 1998). 

Goyette et al., en 1994 aislaron el DNA del gen MTHFR (localizado en el cromosoma 

uno, 1p36.3; Figura 5), e identificaron mutaciones que afectan la eficiencia de la 

enzima (Goyette, 1995). Posteriormente se demostró que dos de esas mutaciones en 

el gen MTHFR (677C>T y 1298A>C), reducen la actividad de la MTHFR (van der Put, 

2001). 

Figura 5.-El gen MTHFR se encuentra entre los pares de bases 11.769.246 a 11.788.568 en el 
cromosoma uno.

2.4.1.-Variante 677C>T
La variante más estudiada en este sentido es la forma termolábil y deficiente de la 

enzima que se produce por la sustitución de una citosina (forma silvestre) por una 

timina (forma mutada). Dicha sustitución ocurre en la posición 677 del gen de la 

MTHFR y origina un cambio en la secuencia de aminoácidos de una alanina (codón 

GCC) por una valina (codón GTC; van der Put, 1997). 
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Los individuos homocigotos CC mantienen la secuencia silvestre en ambos alelos; los

denominados heterocigotos (CT) presentan un alelo silvestre y el otro mutado,

mientras que los homocigotos TT muestran mutación en ambos alelos del gen; estos 

cambios producen el polimorfismo Ala225Val (Nitsche, 2003). 

La condición de homocigosis 677TT, es la responsable de la disminución de la 

actividad de la MTHFR y se ha asociado con un incremento en la concentración de 

Hcy plasmática (van der Put, 1997), la actividad enzimática también está disminuida 

en los individuos heterocigotos, aunque en mucho menor grado (Guéant-Rodriguez, 

2006). 

Esta deficiencia de actividad puede disminuir también la concentración de folatos en el 

plasma y la metilación del DNA genómico, aumentando el riesgo de tener hijos con 

afecciones como el labio hendido (van der Put, 1997; Botto, 2000; van Rooij, 2002).

Martinelli (2001) propone que la mutación 677C>T en el gen MTHFR en las madres, 

es un factor de susceptibilidad que aumenta el riesgo de desarrollar algún tipo de 

anomalía, pero en los hijos registra que los resultados no son significativos. 

La prevalencia del polimorfismo 677T varía geográficamente en diferentes poblaciones 

humanas. Se ha encontrado frecuencias para la población italiana (44 a 47%), para 

hispanos de Atlanta y California (41.1 y 42%), franceses (36%) y japoneses (34%; 

Guéant-Rodriguez, 2006; Sánchez-Urbina, 2006).

En particular, para la población mexicana se ha reportado una alta prevalencia de la 

variante T y del genotipo TT en diversos grupos étnicos (Aguirre-Rodríguez, 2008). La 
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frecuencia alélica de 677T es del 30-60% y cambia en diferentes zonas de México; 

esto refleja la heterogeneidad étnica de la población, donde el grado de mestizaje es 

diverso (Baptista, 2005).

Aguirre-Rodríguez et al., (2008) proponen un gradiente geográfico a lo largo de la 

República Mexicana, inferido a partir de las frecuencias alélicas del polimorfismo 

677C>T, dado que la prevalencia más alta ha sido reportada en una población del 

sureste mexicano y la más baja al noreste del país. 

2.4.2.-Variante 1298A>C
El polimorfismo 1298A>C en el gen MTHFR, produce la sustitución de glutamato por 

alanina en el aminoácido 429 en la enzima, dentro del dominio regulatorio de la 

MTHFR (van der Put, 1998). Se ha reportado también que la homocigosis del 

polimorfismo 1298CC (mutado), induce una disminución en la actividad enzimática 

(Guéant-Rodriguez et al., 2006; van der Put, 1998). 

La frecuencia del alelo 1298C también varía geográficamente en diferentes 

poblaciones humanas; en algunas poblaciones de Canadá (35%), países bajos (33%),

europeos que viven en los Estados Unidos (28,8%), Italia (25%), Puerto Rico (23%), y 

los hispanos de ascendencia mexicana (18,9%; González-Herrera, 2007). Mientras 

que la frecuencia del alelo 1298C se reporta desde 24% (Blanco-Muñoz, 2007) hasta

14.7% en una población control mexicana y la frecuencia genotípica para el 

homocigoto CC es de 2.3%, lo cual es una proporción baja, comparada con la 

reportada en otras poblaciones como la francesa, de 11.5% (Guéant-Rodriguez, 2006). 
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De acuerdo con algunos estudios, los individuos heterocigotos compuestos para los 

alelos 677C>T y 1298A>C, los cuales presentan un genotipo 677CT/1298AC (van der 

Put, 1998), promueven una reducción en la actividad in vitro de la MTHFR y un perfil 

bioquímico similar al observado en individuos con homocigosis para el alelo 677T, con 

incremento en los niveles de homocisteína y disminución de los niveles de folato 

(Gutiérrez-Revilla, 2004). De igual manera, otros investigadores sugieren una relación 

entre la expresión de diferentes polimorfismos en la MTHFR y la manifestación de la 

patología en individuos con LH c/s PH (Mills, 1999; Brandalize, 2007).

2.5.-SNP y enfermedades multifactoriales

Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen en algunos 

individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren una frecuencia en la 

población tras múltiples generaciones. Muchas enfermedades son determinadas 

genéticamente debido a variantes que son de baja frecuencia en la población general 

y en las cuales los portadores de la variante tienen alta probabilidad de manifestar la 

enfermedad; a esta condición se los conoce como de “alta penetrancia”. En el caso 

contrario, los polimorfismos de alta frecuencia en la población con baja probabilidad de 

influir en el riesgo de presentar una enfermedad, se conocen como polimorfismos de 

“baja penetrancia” (Iniesta, 2005).

La mayor parte de las enfermedades comunes son multifactoriales y están causadas 

por un número indeterminado de factores ambientales y/o genéticos (Iniesta, 2005). 

Para las enfermedades complejas, los alelos de riesgo son menos deterministas y éste
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se mide de manera más probabilística (Salas, 2007). En los últimos años, la 

determinación de SNP (single nucleotide polymorphisms) ha experimentado un gran 

desarrollo, por lo que el estudio de polimorfismos genéticos responsables de la 

susceptibilidad a enfermedades humanas complejas como el caso del LH c/s PH es un 

campo creciente y de interés en la investigación genómica (Iniesta, 2005).

2.6.-Estudios sobre los polimorfismos de la MTHFR

En los últimos años, varios estudios clínicos y experimentales han demostrado que los 

suplementos de ácdo fólico durante el período periconcepcional pueden prevenir la 

aparición y recurrencia de malformaciones (Hayes, 1996; Czeizel, 1999). Una razón 

fundamental es que se ha reconocido que la absorción de ácido fólico solo o en 

combinación con algunas vitaminas (B6, B12) durante el período periconcepcional, 

disminuye los niveles de homocisteína en plasma, reduciendo enormemente el riesgo 

de defectos de labio hendido, de cierre del tubo neural y la aparición de anomalías de 

los aparatos urinario y cardiovascular (Jacques, 1999; Krapels, 2004). 

van Rooij et al., (2003) demostró que existe asociación entre LH c/s PH y la 

concentración sérica de ácido fólico, la homocisteína y las vitaminas B6 y B12, 

evidenciando la correlación entre los niveles de las concentraciones plasmáticas de 

estas moléculas y la probabilidad del desarrollo de mutaciones en genes implicados en 

la vía metabólica del folato.



Análisis de dos polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa (677C>T y 1298A>C) 
en una población infantil del estado de Hidalgo.

2011

18

CHÁVEZ-CALZADA                         

Adicionalmente, se ha destacado también el papel que desempeña el metabolismo de

la ruta de los folatos. En particular las funciones asociadas a la enzima MTHFR, ya 

que su mal funcionamiento se asocia con hipometilación del DNA (Chen et al., 2001).

La reacción de metilación de la homocisteína puede ser inhibida por la reducción en la 

producción de 5-metilentetrahidrofolato, debido a la presencia de variantes alélicas en 

el gen MTHFR (van der Put et al., 2001). La limitada disponibilidad de la vitamina B12, 

debido a la absorción o la baja ingesta de la misma en la dieta podría ser un factor 

limitante para esta reacción. También se ha referenciado que el genotipo de la madre 

en la MTHFR afecta a la expresión del fenotipo LH c/s PH (Martinelli, 2001; Pezzetti, 

2004).

Scapoli (2005) estudió el papel de dos miembros de la familia del receptor de folato 

(FOLR1, FOLR2), que es un protagonista esencial para el transporte intercelular y el 

proceso de internalización de folato en las células madre, haciendo que esté 

disponible para el feto y en dicho estudio se descartó una posible participación de

dichos receptores en la etiología de LH c/s PH.

En México, estudios de caso-control identificaron que el papel del ácido fólico es 

importante para disminuir el riesgo de defectos de tubo neural y LH c/s PH (González-

Vargas, 2007; Chávez-Corral, 2008), anomalías que pueden presentar etiologías

similares ya que son defectos de la línea media (Czeizel et al., 1999). 

Blanco-Muñoz et al., (2007), en un estudio en los estados con alto índice de defectos 

de tubo neural (Puebla, Estado de México y Guerrero) identifican que las madres de
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niños con anencefalia, presentaban la mutación homicigota 677TT en mayor 

frecuencia con respecto al grupo de mujeres que sirvieron como control. Se concluyó

que la presencia del alelo 677T en las mujeres es de riesgo para la presencia de esta 

malformación.

Dávalos-Rodríguez et al., (2009) en un estudio de casos-controles, identificaron la 

frecuencia alélica 677T en niños jaliscienses con LH c/s PH (39%), pero no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas al evaluar contra el grupo 

control (41%), mientras que la frecuencia del genotipo 677CT en el grupo de los casos 

fue mayor (57%), con respecto de los controles (51%). Sin embargo, la razón de riesgo 

obtenida fue de 0.99. Concluyen que el genotipo homocigoto TT de los niños 

mexicanos con LH c/s PH no califica como un factor de riesgo.

En otros estudios, se han reportado datos para alguno o ambos polimorfismos, que 

sugieren que: a) las variantes 677C>T y 1298A>C y sus haplotipos son factores de 

riesgo en familias (tríos: padre, madre e hijo; Jugessur, 2003); b) la 

hiperhomocisteinemia materna (relacionada anteriormente con el funcionamiento de la 

MTHFR) como un factor de riesgo; c) los polimorfismos 677CT-TT y 1298AC-CC no 

son independientes en la manifestación de varias patologías, incluyendo el LH c/s PH 

(Verkleij-Hagoort et al., 2007); y d) los polimorfismos mutados de este gen (MTHFR) 

pueden asociarse con muchas otras patologías como preclampsia, cáncer, 

trombofilias, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, entre otras (Castillo-Quan, 

2009). 
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Considerando que los polimorfismos mutados 677C>T y 1298A>C, descritos para el 

gen de esta enzima reducen su eficiencia y que la población mexicana presenta una 

de las frecuencias más altas del alelo 677T en el mundo (50%; Mutchinick et al.,

1999), es de gran importancia identificar el papel de los polimorfismos en relación con 

la expresión de enfermedades y otros padecimientos asociados.
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3.-JUSTIFICACIÓN:

La prevalencia de los polimorfismos del gen de la MTHFR en el mundo es variable; 

estudios previos en la población mexicana están encaminados a identificar la 

asociación entre las variantes 677C>T y 1298A>C con una serie de padecimientos 

como la presencia de defectos del tubo neural, preclampsia, padecimientos 

cardiovasculares, cáncer de colon y las fisuras labiopalatinas. Hablando de estas 

últimas el Labio Hendido con o sin Paladar Hendido ocupa un lugar importante, no solo 

por la alta frecuencia con que aparecen en la población humana, sino también porque 

afectan la funcionalidad facial y la vida social del individuo. Dada la complejidad del 

problema, es fácil comprender la importancia de los estudios genéticos destinados a 

identificar las causas de la aparición de esta malformación, con el fin de aplicar 

medidas preventivas eficaces.

La recurrencia de las formas no sindrómicas (LH), pone en evidencia la importancia de 

los factores genéticos. Pero, los resultados publicados a la fecha muestran datos 

controversiales. En este contexto, el papel del gen de la MTHFR como responsable de 

procesos que regulan la biosíntesis de las bases de purina y pirimidina es una variable 

importante en la expresión de LH c/s PH, además puede hacer sinergia con otros 

factores de riesgo, tanto biológicos como ambientales; por lo tanto, la elucidación 

sobre cómo interactúan los componentes genéticos y ambientales en la expresión de 

esta malformación es fundamental, tanto en la prevención como en el tratamiento de la 

misma.
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La heterogeneidad en la frecuencia poblacional de las variantes alélicas del gen 

MHTFR en nuestro país y la importancia de estos polimorfismos como factor de riesgo 

en enfermedades de alta morbilidad y mortalidad en el Estado de Hidalgo son datos 

desconocidos y/o poco estudiados hasta el momento; por lo tanto, son clave y de gran 

importancia estudios de genética epidemiológica referente a variantes específicas del 

gen MTHFR y su  posible sinergia con factores ambientales de riesgo relacionados 

con la manifestación de LH c/s PH.

En el presente trabajo, se espera identificar la relación entre los dos polimorfismos 

más comunes del gen de la MTHFR y factores de riesgo detectados específicamente

(a partir de un cuestionario clínico), en los casos de estudio versus un grupo control.
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4.-OBJETIVOS:

4.1.-General:

Analizar dos polimorfismos (677C>T y 1298A>C) y posibles factores de riesgo 

documentados, empleando diseños de casos versus controles y de tríos en una 

muestra representativa del estado de Hidalgo, para identificar factores de riesgo y la 

posible asociación entre estos que expliquen la presencia de Labio Hendido con o sin 

Paladar Hendido.

4.2.-Específicos:

1) Estimar la diversidad y estructura genética para ambos polimorfismos 

seleccionados del gen de la MTHFR, en los grupos de casos y controles, 

utilizando algoritmos de genética de poblaciones, para verificar las frecuencias 

y distribución de alelos y genotipos de ambos polimorfismos.

2) Describir la asociación entre los polimorfismos encontrados y la manifestación 

de Labio Hendido con o sin Paladar Hendido en los casos y los controles, 

aplicando análisis estadísticos.

3) Relacionar la frecuencia de los polimorfismos detectados y los posibles factores 

de riesgo documentados mediante un cuestionario clínico, en casos y en 

controles, utilizando técnicas de estadística multivariada, para verificar posibles 

asociaciones específicas de riesgo genotipo-fenotipo.
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4) Contrastar los valores de riesgo relativo para los polimorfismos de la MTHFR y 

los factores de riesgo documentados, aplicando algoritmos de genética 

epidemiológica, como una estrategia que valide configuraciones específicas de 

riesgo dentro de las familias y con los factores documentados.
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5.- HIPÓTESIS:

1. La frecuencia de los polimorfismos difiere entre los casos y los controles y existe un 

índice de riesgo mayor para los variantes heterocigotos y homocigotos mutados del 

gen MTHFR, explicando su posible participación en la etiología del LH c/s PH.

2. La frecuencia de las variantes polimórficas, junto con factores específicos de riesgo 

ambiental, influyen en la incidencia del LH c/s PH.

3. Existen relaciones específicas de herencia, para los polimorfismos mutados del gen 

MTHFR dentro de los tríos familiares con LH c/s PH, con valores específicos de 

riesgo de padecer la malformación.
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6.-MATERIALES Y MÉTODOS:

6.1- Definición del tamaño de muestra

A partir de un conjunto de 212 pacientes del Hospital del Niño DIF “María Elena Sañudo de 

Núñez” Hidalgo (censo reportado por la clínica craneofacial, 2010), se realizó un muestreo 

estratificado de acuerdo a la zona sociodemográfica de procedencia (INEGI) de los 

pacientes (casos de estudio), con lo que la muestra final resultante fue de 30 pacientes, con 

un nivel de significancia de 5%, para una variabilidad máxima de 1%.

El tamaño de muestra utilizado se definió de la siguiente manera: =0.05, una variabilidad 

del uno por ciento y el tamaño de muestra de 30 infantes, dividida en: 10 individuos para la 

zona 10 (mayor cantidad de casos), 10 individuos para la zona siete (cantidad importante de 

casos) y 10 para el resto de las zonas que reciben el nombre de multizona (como muestra 

representativa del resto del Estado; Figura 6).

Figura 6.- Izquierda: Zonas sociodemográficas establecidas para el Estado de Hidalgo; derecha: Densidad de 

muestreo en zonas establecidas para este estudio.
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6.2.-Toma de muestras

6.2.1.-Muestras Biológicas

La extracción de sangre se realizó por punción dactilar en una mano (extracción 

mínimamente invasiva) en las madres, padres e hijos involucrados en el estudio (de tres a 

cinco gotas de sangre); se realizó de acuerdo al tamaño de muestra definido previamente 

para cada grupo (N=30) y las muestras se recolectaron en tarjetas forenses (FTA®; Anexo 

A). 

Al grupo de afectados se le definió como casos; además se seleccionaron dentro del mismo 

hospital individuos con características similares de edad y posición socioeconómica, para 

que fueran el grupo de controles. Las muestras de sangre obtenidas se colocaron en las 

tarjetas FTA® previamente etiquetadas, posteriormente se trasladaron al laboratorio,

manteniéndose a temperatura ambiente hasta la extracción de DNA para la genotipificación.

6.2.2.- Datos clínicos

Se utilizó un cuestionario (previamente validado por el especialista en genética clínica del 

hospital), para recoger una serie de datos sociodemográficos y de factores de riesgo para 

LH c/s PH, el cual se aplicó a las madres de los pacientes (tanto casos como controles). 

Dicho instrumento incluyó preguntas sobre la historia reproductiva, características 

sociodemográficas (edad, nivel de estudios, ocupación), así como factores de referencia 

para el periodo periconcepcional (tres meses antes y un mes después de la concepción), 

presencia de enfermedades crónicas, padecimientos agudos durante el embarazo, la 

presencia de LH c/s PH en los padres, hermanos o familiares, la exposición de los padres a 

plaguicidas, tóxicos o medicamentos, la existencia de parentesco entre los padres, el nivel 
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de estudios, la ocupación de la madre y exposición a hipertermia durante el embarazo, la 

ingesta de ácido fólico durante el embarazo, características del cuidado prenatal, entre otros

(Anexo B).

6.2.3.- Genotipificación

Se utilizó DNA genómico, extraído de las muestras de sangre obtenidas de los individuos y 

padres del grupo denominado casos, así como para los individuos nombrados controles. La 

extracción se realizó mediante el kit FTA Purification Reagent ®. El genotipo de cada 

individuo se analizó con amplificación direccional in vitro del DNA (reacción en cadena de la 

polimerasa o PCR), utilizando los oligonucleótidos cebadores y las mismas condiciones 

reportadas por Blanco-Muñoz et al. (2007) y van der Put (2000; Anexo A, Cuadro III), para 

los dos polimorfismos más comunes del gen MTHFR (677C>T y 1298A>C).

Posteriormente, se realizaron análisis de restricción con las enzimas HinfI y MboII, en cada 

muestra de DNA genómico de los individuos, previamente amplificada por PCR. Para el 

análisis de los polimorfismos 677C>T y 1298A>C se siguieron los métodos descritos por 

Frosst et al., (1995) y van der Put et al., (1997), respectivamente. El revelado del patrón de 

polimorfismos se realizó en sistemas electroforéticos sumergidos con geles de agarosa al 

3% y amortiguador TBE 1X; los patrones de corrimiento se visualizaron por tinción con 

bromuro de etidio y transluminación UV660 (respecto a la amplificación de DNA), mientras 

que las reacciones enzimáticas se visualizaron con geles de poliacrilamida al 40% y con el 

mismo método de tinción.

La discriminación de bandas (y verificación de las variantes mutadas) en los geles es de la 

siguiente manera: la mutación 677C>T crea un sitio de restricción para la enzima Hinf I, 
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resultando dos fragmentos de 172 y 56 pares de bases (pb), tras la digestión enzimática del 

fragmento de 228 pb. Las personas con genotipo CC presentan una sola banda de 228 pb, 

mientras que aquellas con genotipo CT presentan 3 fragmentos de 228,172 y 56 pb. Por 

último, las personas con genotipo homocigoto mutado (TT) muestran un patrón formado por 

dos bandas de 172 y 56 pb.

La presencia de la mutación 1298A>C elimina un sitio de restricción para la enzima Mbo II, 

utilizándose el mismo procedimiento de visualización anteriormente descrito. Un fragmento

de 241 pb se obtendrá si el genotipo no mutado (silvestre; 1298AA) está presente. Dos 

fragmentos, uno de 204 pb y otro de 37 pb se visualizan para el genotipo MTHFR de 

mutación homocigota (1298CC), mientras que los tres fragmentos antes descritos se 

obtienen en el caso de los heterocigotos (van der Put, 2000).

6.3.-Análisis Genético

6.3.1.- Equilibrio de Hardy-Weinberg

El Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) fue evaluado entre grupos para ambos polimorfismos 

detectados (677C>T y 1298A>C), mediante la prueba de X2 para la comparación de las 

distribuciones alélicas y genotípicas. Es importante determinar si un gen específico se 

encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg para validar la neutralidad del mismo. El equilibrio 

H-W se define cuando en una población las frecuencias alélicas y genotípicas no cambian 

de una generación a la siguiente. Estas condiciones se cumplen cuando la población

presenta:

a. Panmixia: es decir, que las cruzas entre los individuos son totalmente al azar y, por lo 

tanto, existe en cada generación una mezcla aleatoria de los gametos;
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b. Se compone de individuos pertenecientes a una especie diploide, se reproducen 

sexualmente y las generaciones no se traslapan; y

c. Están ausentes los fenómenos de deriva genética, migración, mutación y selección 

natural.

El cumplimiento de todas estas condiciones es muy difícil, debido a que el apareamiento

está influenciado por varios factores, como por ejemplo, la proximidad geográfica o los 

factores culturales, también hay poblaciones finitas y muchas generaciones superpuestas,

como es el caso de la especie humana. Por otra parte, los fenómenos de mutación y la 

selección son necesarios para asegurar la variabilidad genética de la población y su 

evolución. Es poco probable entonces, que una población no se vea afectada por la 

migración, ya que cada individuo que pertenece a una población puede desplazarse dentro 

de un radio específico (vagilidad), llevando consigo sus genes, excepto cuando existan 

evidentes obstáculos geográficos (Barrai, 1987).

El equilibrio H-W determina qué frecuencias deben observarse en la población para cada 

genotipo, en función de las frecuencias de los alelos que los forman. Antes de realizar un 

análisis de asociación se debe comprobar si se cumple el principio de H-W en la muestra de 

controles. En un estudio de asociación es necesario verificar que los SNP’s analizados se 

encuentran en equilibrio H-W, ya que desviaciones de este equilibrio pueden ser indicativas 

de errores de genotipificación o bien de la existencia de factores que podrían afectar a las 

frecuencias alélicas (por ejemplo, migración reciente) diferentes del rasgo en estudio. Si no 

se examina puede dar lugar a asociaciones no fidedignas. La comprobación del H-W se 
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realiza sobre el grupo control, ya que desviaciones del H-W en casos pueden ser indicativos 

de una asociación. 

6.3.2.- Estructura genética

Se realizaron estimaciones de variación genética, a partir de la información obtenida de los 

polimorfismos estudiados, obteniendo las correspondientes frecuencias alélicas y 

genotípicas, calculadas con los programas TFPGA (versión 1.3, 1997) y POPGEN (versión 

1.32; 1997) 

Se obtuvo un análisis de distancias genéticas utilizando las matrices de distancia de Nei

(1978) para determinar la relación genética entre los casos y los grupos de padres, mediante 

el método de promedios aritméticos no ponderados (UPGMA, por sus siglas en inglés), este 

método compara el acervo de alelos distintos de un grupo con relación a otro más cercano o 

próximo, mediante un análisis de diferencias por pares.

La estructura genética de los polimorfismos analizados se obtuvo a partir de la estimación 

de los estadísticos “F” de Wright (1951), que especifican tres niveles de organización 

genética dentro y entre poblaciones, descritos a través de los correspondientes estadísticos 

específicos: FIS, FIT y FST.

El estadístico FIS describe el nivel de endogamia o apareamiento entre individuos con 

relaciones cercanas; los valores para este índice van de -1 a 1, donde los valores 

aproximados a -1 indicarían niveles importantes de exogamia y los cercanos a 1, 

endogamia. El FIT se interpreta a su vez como las relaciones genéticas entre cada individuo 

con el total de poblaciones de la muestra; es decir, se evalúa un balance entre deriva y flujo 

génico de los individuos dentro y entre poblaciones; este parámetro toma valores entre -1 y 
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1. Por último, el FST es la proporción de la desviación del equilibrio contenida dentro de las 

poblaciones y representa una medida de diferenciación entre ellas; este parámetro toma 

valores de 0 a 1, en el que los valores cercanos a 0 indican panmixia (nula diferenciación) y 

1 la fijación de alelos alternativos (diferenciación total).

6.4.-Estudio de casos-controles y análisis de agregación familiar

El modelo de casos-controles es un diseño empleado en investigaciones clínicas, que tienen 

por objeto la identificación de factores/índices de riesgo, relativos a la manifestación de 

alguna patología. La selección de sujetos de estudio se hace en función de la presencia o 

ausencia del evento de estudio. La relación entre uno o varios factores y la presencia de la 

enfermedad se estudian comparando la frecuencia de exposición entre los casos y los 

controles; así, si la frecuencia de exposición es mayor en el grupo de casos que en los 

controles, se puede decir que hay una asociación entre la causa y el efecto (Lazcano-Ponce, 

2001).

Para este estudio, se planteó un modelo de casos versus controles, utilizando un tamaño de 

muestra mínima total de 48 cromosomas (con posible mutación; modelo 2N por individuo),

para cada grupo (30 niños casos y 24 niños control), en individuos monitoreados en el 

Hospital del Niño DIF, de Pachuca, Hidalgo (fórmula para muestreo estratificado en Anexo

B).

6.4.1.- Selección de casos (tríos) y controles

Se seleccionaron individuos casos (afectados) con sus respectivos padres y controles 

(sanos) para determinar las frecuencias alélicas y genotípicas de los polimorfismos 677C>T 

y 1298A>C, para el gen MTHFR. Los participantes fueron seleccionados en el Servicio de 
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Genética del Hospital del Niño DIF Hidalgo. Se realizaron controles periódicos entre los 

participantes del estudio, con una distribución de edades homogéneas entre 2 meses y 10 

años. Además, el grupo de casos y el grupo de controles contaron con variables de inclusión 

o de exclusión para el estudio, tomando en cuenta factores de exclusión, como: el LH c/s PH

sindrómico, paladar hendido aislado, el no consentimiento de participación en el estudio,

padres no nacidos en el Estado de Hidalgo, hasta cuestiones específicas como cuadros 

clínicos e historial. Se informó a todos los participantes del objetivo del estudio y se pidió 

consentimiento escrito para la utilización de las muestras biológicas (carta de 

consentimiento informado; Anexo B). Adicionalmente, el protocolo de estudio fue aprobado 

por el Comité de Ética del Hospital del Niño DIF.

6.5.-Métodos estadísticos

6.5.1.- Estadística descriptiva

Se realizó el cálculo de medidas de tendencia central (variables continuas) y para las 

variables categóricas se obtuvieron las correspondientes frecuencias y porcentajes, 

comparando los dos grupos con ayuda de la prueba de X2. Se consideraron como valores 

estadísticamente significativos aquellos que presentaron una P<0,05. Los cálculos 

estadísticos se realizaron mediante el programa SPSS (versión 12.0).

6.5.1.1.- Prueba de X2

Una de las aplicaciones de esta prueba estadística es para evaluar las diferencias entre la 

distribución de los datos para dos muestras diferentes. Este trabajo compara dos grupos de 

observaciones (grupo de casos, es decir, pacientes con LH c/s PH y el grupo control, de
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individuos sanos) y las dos variaciones genéticas de cada polimorfismo estudiado (677C>T y 

1298A>C, para el gen MTHFR).

6.5.2.- Estadística inferencial

Con el fin de verificar una posible asociación entre los polimorfismos, el fenotipo LH c/s PH y

los datos obtenidos a partir del cuestionario clínico (variables ambientales), se realizó la 

correspondiente validación estadística. 

Se efectuó un análisis de varianza (ANOVA; de un factor) para identificar variables en las 

que la varianza difiere entre casos y controles, además de otros análisis multivariados para 

determinar los factores con más peso sobre la manifestación de LH c/s PH en los infantes 

considerados como casos.

Con la finalidad de verificar cuáles variables son las que separan los grupos; se emplearon 

dos métodos multivariados (Análisis Discriminante y Análisis de Componentes Principales), 

los cuales permiten la priorización de datos con una gran cantidad de variables.

6.5.2.1.- Análisis Discriminante

Es un método que se usa principalmente para clasificar unidades experimentales en dos o 

más, de manera que se pueda realizar una regla discriminante que clasifique las unidades 

experimentales en una o varias categorías posibles (McCune y Grace, 2002). El principal 

objetivo de un análisis discriminante es establecer una óptima separación de grupos, basada 

en una transformación lineal de la variable predictiva, además de utilizar la variable de grupo 

para clasificar de antemano (variable dependiente) y las variables que se supone diferencian 

a los grupos, se utilizan como variables independientes.
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En este análisis se utilizaron todas las variables que resultaron informativas a partir del 

ANOVA de un factor, para verificar cual de los caracteres era el más consistente para la 

discriminación entre grupos. La técnica empleada en este modelo fue la de paso a paso, la 

cual permite evaluar variable por variable, utilizando los valores propios estandarizados.

6.5.2.2.- Análisis de Componentes Principales

Las variables se combinaron mediante un análisis de componentes principales, para reducir 

el número de variables y trabajar con aquellas que contribuyan significativamente a la 

varianza estructurada del grupo de datos analizados. Este procedimiento permitió evaluar la 

posible asociación de las variables evaluadas con los grupos de estudio definidos y/o 

parámetros establecidos como factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales.

El objetivo principal de este método es reducir la dimensionalidad (número de variables) del 

conjunto de datos (variables interrelacionadas), para encontrar variables significativas, las 

cuales son útiles para explicar las agrupaciones de conjunto de datos, resultando que entre 

más cercanos se encuentren los grupos, más parecidos son entre sí (Feinstein, 1996).

6.5.2.3.- Análisis de Correlaciones

Se utilizó para analizar la relación existente entre las variables y conocer si alguna de éstas 

influye directamente sobre otra distinta. Debido a que estos métodos se emplean 

principalmente para conocer las posibles relaciones y significación entre series de datos o 

cuando, simultáneamente, se usan dos variables continuas, o variables discretas 

cuantitativas. Este estadístico se representa mediante el coeficiente de correlación (r) de 

Pearson, que está definido en un intervalo entre cero y uno, el cual corresponde a la 
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cantidad de información compartida por dos características o variables de los datos de la 

muestra (Johnson, 2000).

6.5.3.- Asociación de variables con Malformación

Se realizó un análisis del grado de riesgo de variables obtenidas del cuestionario, los 

genotipos y las frecuencias alélicas respecto a la manifestación de LH c/s PH; la medida 

más utilizada para cuantificar la asociación entre la exposición y la presencia de enfermedad 

es la Razón de Momios (odds ratio “OR”, en inglés), la cual se estima mediante el cociente 

de la probabilidad de exposición entre los casos y la probabilidad de exposición entre los 

controles, calculando intervalos de confianza de 95%. 

La interpretación de OR es: si es igual a uno, la exposición no se asocia con la enfermedad, 

si es menor a uno, la exposición disminuye la probabilidad de desarrollar la enfermedad y si 

el valor es mayor a uno, la exposición aumenta las posibilidades de desarrollar la 

enfermedad; en cualquiera de los casos las estimaciones de OR se deben realizar con su 

95% de intervalo de confianza respectivo, para confirmar o rechazar la asociación de la 

exposición con la enfermedad.

La variable principal del estudio fue la expresión de los dos polimorfismos estudiados para la 

MTHFR (677C>T y 1298 A>C); los que a su vez se correlacionaron con los parámetros 

identificados como factores de riesgo, mediante técnicas de estadística multivariada.

6.5.4.- Análisis simultáneo de los polimorfismos de la MTHFR

Con frecuencia son varios los polimorfismos que se analizan simultáneamente en un gen,

porque el polimorfismo realmente responsable de influir o modificar el riesgo de la 
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enfermedad puede ser desconocido. Se analizan entonces diferentes polimorfismos para 

verificar su posible influencia (incluso sinérgica) en la manifestación de dicha enfermedad. 

Entre diferentes polimorfismos localizados en el mismo cromosoma, suele observarse cierto 

grado de asociación estadística denominada desequilibrio del ligamiento. 

El desequilibrio de ligamiento también puede definirse en términos cuantitativos, como la 

correlación estadística observable entre diferentes polimorfismos cercanos situados en el 

mismo cromosoma; esta asociación tiene su origen en la meiosis. Al final del proceso habrá 

dos gametos, cada uno con una copia de cada par de cromosomas. Estos cromosomas no 

son idénticos a los cromosomas de los progenitores debido a la recombinación (fragmentos 

de copias diferentes cromosomas se intercambian durante la meiosis). De esta manera, los 

cromosomas heredados por la descendencia serán una combinación del legado genético

entre la madre y el padre. La frecuencia de entrecruzamientos por cromosoma es pequeña, 

la probabilidad de que entre dos loci cercanos se dé una recombinación es baja y por ello se 

observa el desequilibrio del ligamiento, que tiende a disminuir en sucesivas generaciones 

hasta llegar al equilibrio (independencia estadística, Iniesta, 2005).

Aún así, la probabilidad de tener una recombinación entre loci cercanos es muy baja, pues 

por lo general estas regiones cromosómicas se transmiten en bloque y los polimorfismos 

asociados con la enfermedad también, por lo que analizar los conjuntos de loci podría ser 

útil para evaluar el polimorfismo causal.

Para determinar el desequilibrio de ligamiento en los dos polimorfismos estudiados se 

calcula el estadístico D, que es la desviación entre la frecuencia de haplotipos esperada (en 

el supuesto de no asociación) y la frecuencia observada. Así, sean P1 y P2 las
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probabilidades de dos alelos, donde P12 representa la probabilidad observada de la pareja. 

Entonces:

D=P12 - P1P2

También se calculó el estadístico D’ que es equivalente a D a escala en un intervalo [-1,1] y 

el coeficiente de correlación entre los alelos evaluados.

6.5.5.- Identificación de los haplotipos de riesgo

El desequilibrio del ligamiento permite localizar polimorfismos relacionados con la 

enfermedad. Si aparece una mutación que genera un polimorfismo que se supone

responsable de la misma, es posible que otros polimorfismos cercanos estén asociados con 

aquélla igual. Tomando en cuenta que lo que se transmite de padres a hijos son los 

cromosomas, se puede identificar el conjunto de variantes que se transmiten en cada 

cromosoma, de forma que sea fácil la identificación de la variante causal. Al conjunto de 

variantes que se transmiten conjuntamente para una vía paterna específica, se le denomina 

‘haplotipo’ (Iniesta, 2005).

6.5.5.1.- Análisis de haplotipos

Algunas personas tienen haplotipos inciertos debido a la falta de información cromosómica. 

Por lo tanto, el conteo de los haplotipos de la muestra no es sencillo y los valores perdidos 

en los datos incrementan la incertidumbre.

Hay muchos métodos diferentes para calcular la frecuencia de haplotipos. Uno de los más 

utilizados es el método iterativo de dos etapas, denominado algoritmo EM (algoritmo de

esperanza-maximización).
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Posterior al análisis descriptivo de los haplotipos, se realizó un análisis de asociación entre 

los haplotipos y la presencia de la malformación, tanto para los casos, los padres y las 

madres; además del total (los tres grupos mencionados).

6.5.5.2.- Red de Haplotipos

A partir de la información genética obtenida se generó una red de haplotipos, utilizando el

programa TCS (Versión 1.21, 2005), a partir de la matriz de distancias genéticas euclidianas

calculadas con el programa Arlequin (Versión 3.01, 2006), para los haplotipos distintos 

encontrados en las diferentes familias participantes en el estudio.

6.5.6.- Asociación con la manifestación de LH c/s PH

Se realizó un análisis de Razón de Momios para verificar el nivel de riesgo de padecer LH 

c/s PH y se estima mediante el cociente de la probabilidad de exposición entre los casos y la 

probabilidad de exposición entre los controles, calculando intervalos de confianza al 95%. 

La interpretación de OR es: si es igual a uno, la presencia del haplotipo no se asocia con la 

enfermedad, si es menor a uno, la presencia del haplotipo disminuye la probabilidad de 

presentar la enfermedad y si el valor es mayor a uno, la presencia del haplotipo aumenta las 

posibilidades de desarrollar aquélla; en cualquiera de los casos las estimaciones de OR se 

deben realizar con su 95% de intervalo de confianza respectivo, para confirmar o rechazar la 

asociación del haplotipo con el padecimiento.

6.5.7.-Estudio de Herencia

Se realizó también un estudio de herencia familiar, utilizando los 30 tríos formados por el 

paciente (caso), padre y madre respectivos, para verificar la herencia de los polimorfismos 

asociados al daño genético. Se realizó con base en la técnica reportada por Falconer 
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(1964), que utiliza la prueba de regresión media de la progenie sobre un progenitor y se 

obtiene dividiendo la covarianza media de la progenie-progenitor por la varianza de los

progenitores, para inferir la heredabilidad en sentido estricto, además de calcular valores de 

penetrancia según el método de Kaplan-Meier con el programa MetCalc (Versión 12, 1993).

6.6.- Test de Desequilibrio de Transmisión

Con el método descrito por Spielman et al. (1993), a través de la prueba conocida como 

Test de Desequilibrio de Transmisión (TDT, por sus siglas en inglés de: "Transmission 

disequilibrium test") se evalúo la transmisión de alelos desde los padres heterocigotos hacia 

los hijos enfermos; dicha transmisión se aporta en un valor esperado (probabilidad de 

transmisión=50%). Si el gen no está asociado con la enfermedad, existe la misma 

probabilidad de transmisión. Por el contrario, si el alelo está asociado con un mayor riesgo 

de enfermar, entonces será encontrado más frecuentemente en los hijos enfermos y con 

una probabilidad de transmisión aparente superior a 50% (Schaid, 1999; Martin, 2005). En 

un conjunto de tríos caso-padres, el estadístico TDT se calcula de la siguiente forma:

TDT = (b - c)2 / (b + c). 
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7.-RESULTADOS:

7.1.- Análisis de variabilidad y estructura genética de los polimorfismos

7.1.1.- Equilibrio de Hardy-Weinberg

Las muestras referentes al grupo de los controles se ajustan a la distribución teórica del 

equilibrio de Hardy-Weinberg (Cuadro 1). Para el polimorfismo 677C>T, se determinó un 

valor de X2 de 0.19, con una p de 0.93 y para el polimorfismo 1298A>C el valor de X2 es de 

0.43, p=0.80. Esto verifica que ambos loci están en equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) y se 

validan los polimorfismos de este grupo como control comparativo con respecto del grupo de 

casos.

Cuadro 1.- Prueba de X2 para ambos polimorfismos en el grupo de los casos, donde se muestran la 
comparación de las frecuencias esperadas con las observadas.

677C>T 1298A>C
Esperados Observados Esperados Observados

Homocigoto silvestre CC 0.303 0.292 AA 0.593 0.583
Heterocigoto CT 0.484 0.5 AC 0.354 0.375

Homocigoto mutado TT 0.194 0.208 CC 0.053 0.042

Valores de X2 0.19, p=0.93 0.43, p=0.80

7.1.2.- Estructura genética

La matriz de distancias de Nei (1978) muestra las diferencias genéticas existentes entre 

pares de grupos de estudio, donde el grupo casos y las madres presentan la menor 

distancia genética y los valores más altos de identidad genética (Cuadro 2).

Cuadro 2.-Comparación de distancias genéticas de Nei (1978). La identidad genética se encuentra sobre la 

diagonal y las distancias genéticas se encuentran por debajo de la diagonal.

Grupo de estudio Casos Padres Madres
Casos ***** 0.9395 0.9779

Padres 0.0624 ***** 0.9614
Madres 0.0224 0.0394 *****
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Se obtuvieron las distancias entre los casos, padres y madres con ayuda del programa 

TFPGA (versión 1.3) para identificar la relación entre entidades genéticas, mostrando que 

los casos se encuentran más relacionados al grupo de las madres por tener la menor 

distancia genética (Figura 7). Estos resultados sugieren una homología genética significativa 

en la línea materna de transmisión filial de los polimorfismos, para el gen MTHFR.

Figura 7.- Dendograma por el método de UPGMA (método de pares de grupos sin peso a partir de la media 

aritmética) de Casos, Padres y Madres, usando las distancias genéticas de Nei (1978) sin peso, con 1000 

repeticiones.

7.1.3.- Estadísticos F de Wright

La estructura genética de los grupos analizados no está determinada por alguna relación 

particular de heterocigosidad, descrita por los valores para los estadísticos F, aunque para 

familias se encuentran cálculos más consistentes (Cuadro 3). La variabilidad aportada a 

nivel de individuo es mínima, con los valores más bajos en el polimorfismo 1298 A>C en el 

grupo de las familias; la variabilidad es baja, aportada a nivel de grupos de estudio 

principalmente (valores de FST).
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Cuadro 3.- Estadísticos F de Wright para el grupo de familias de casos.

Grupo Familias
Locus 677C>T 1298A>C

Tamaño de muestra 180 180
FIS -0.0852 0.0009
FIT -0.0672 0.015
FST 0.0166 0.0141

7.1.4.- Frecuencias Genotípicas y Alélicas

Para el análisis de casos y controles, las frecuencias más altos fueron para el heterocigoto 

del polimorfismo 677C>T (56.7% para casos y 50% para controles) y en el homocigoto 

silvestre, para el polimorfismo 1298A>T (53.3% y 58.3% respectivamente, para casos y 

controles), mientras que la frecuencia alélica en el polimorfismo 677T en los casos fue alta 

(0.52%) y en los controles el alelo 677C se presentó con una frecuencia mayor (0.55%);

respecto al polimorfismo 1298A>C, el alelo 1298A (0.75 casos y 0.76 controles) presentó los 

valores más altos para ambos grupos.

Para el estudio de casos, padres y madres, las frecuencias de los padres respecto al 

número de heterocigotos presentan las frecuencias más altas (56.7% padres, 46.7%

madres), pero para el polimorfismo 1298A>C en los padres el heterocigoto presenta la 

frecuencia mayor (43.3%) y las madres presentan la frecuencia más alta en el homocigoto 

silvestre (50%); los alelos 677T y 1298A presentaron los valores de frecuencia más altos en

padres (0.55 y 0.61 respectivamente) y en el grupo de las madres, los valores más altos se 

presentaron en los alelos 677C y 1298A (0.6 y 0.7 respectivamente; Cuadro 4). Esto sugiere 

una distribución diferencial de alelos y genotipos dentro de las familias de los casos, que 

podría influir también en la frecuencia de manifestación de la enfermedad en las siguientes 
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generaciones, así como combinaciones particulares de genotipos de riesgo, que se 

manifiesten con mayor frecuencia en los individuos afectados.

Cuadro 4.- Distribuciones genotípicas y alélicas de las variantes MTHFR en los grupos de estudio.

677C>T 1298A>C Frecuencias alélicas
CC CT TT AA AC CC 677C 677 T 1298A 1298C

Casos y controles 24.1 53.7 22.2 55.6 40.7 3.7 0.51 0.48 0.76 0.24
Casos 20.0 56.7 23.3 53.3 43.3 3.3 0.48 0.52 0.75 0.25

Controles 29.2 50.0 20.8 58.3 37.5 4.2 0.55 0.44 0.77 0.23
Casos, padres y madres 24.4 53.3 22.2 47.8 42.2 10.0 0.51 0.48 0.68 0.31

Padres 16.7 56.7 26.7 40.0 43.3 16.7 0.45 0.55 0.61 0.38
Madres 36.7 46.7 16.7 50.0 40.0 10.0 0.6 0.4 0.7 0.3

7.2 Análisis estadístico para casos y controles

7.2.1.- Estadística descriptiva para el grupo de casos

De un total de 30 menores afectados, el 56.7% son varones y el 43.3% son mujeres, 

mientras que el grupo control estuvo conformado por un 37.5% de varones y 62.5% de 

mujeres (Anexo B).

Los tipos de fisura para todos los casos se distribuyeron en 5 grupos. La más frecuente fue 

la fisura del labio y paladar hendido unilateral izquierdo y la menos frecuente fue el labio y 

paladar hendido bilateral (Figura 8).
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Figura 8.- Tipos de fisuras presentes en los niños pertenecientes al grupo de casos. LPHUI=labio y paladar 

hendido izquierdo, LHUD=Labio hendido derecho, LPHD=labio y paladar hendido derecho, LHI=Labio hendido 

izquierdo y LPHB=labio y paladar hendido.

Las malformaciones por zona presentaron configuraciones diferentes; las más comunes 

para la zona siete fueron el labio y paladar hendido unilateral izquierdo (40%), seguidas del 

labio y paladar hendido unilateral derecho (30%), con respecto a la zona 10, las más 

frecuentes fueron el labio y paladar hendido unilateral izquierdo y el labio y paladar hendido 

bilateral (30% para ambas malformaciones), mientras que para la multizona el labio hendido 

unilateral izquierdo y labio hendido unilateral derecho presentaron los mismos valores

(30%), siendo éstas las más comunes en la zona. (Figura 9A). 

No obstante lo anterior, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

las distribuciones de las malformaciones por zona estudiada (X2=8.96 p=0.34). Respecto a 

las malformaciones y su distribución entre las zonas, en la zona siete se encontró 50% del 

total de labio y paladar hendido unilateral derecho de todo el estudio, mientras que en la 

zona 10 se presentaron el 75% del total de casos con labio y paladar hendido bilateral y en 

la multizona se presentó el 60% de todos los casos de labio y paladar hendido unilateral 

izquierdo (Figura 9B). Estos datos sugieren que, si bien no son diferencias significativas, si 
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existen tendencias particulares para la presencia de tipos específicos de malformaciones en 

cada una de las zonas analizadas.

Figura 9.- A) Distribución en cada zona de las malformaciones identificadas en el estudio. B) Distribución de 

cada malformación de forma porcentual por cada una de las zonas. LHUI: labio hendido unilateral izquierdo; 

LHUD labio hendido unilateral derecho; LPHUI: labio y paladar hendido unilateral izquierdo; LPHUI: labio 

hendido unilateral izquierdo; LPHUD: labio hendido unilateral derecho; LPHB: labio y paladar hendido 

bilateral.

A

B
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La distribución de las fisuras respecto del sexo muestra los mayores porcentajes de 

aparición para el LPHUI (29.4%), seguido de LHUD (23.5%), mientras que para las mujeres

los valores más altos fueron para el LPHUI y LPHUD (30.8% para ambos; Figura 10).

Figura 10.- Distribución de malformaciones por sexo en el grupo de casos.

Considerando el tipo de fisura según el género, el total de los pacientes con labio hendido 

unilateral izquierdo están conformados por un 60% de hombres y un 40% de mujeres; 

respecto a los pacientes con labio hendido unilateral derecho, el 66.7% estuvo conformado 

por mujeres y el 33.3% por hombres, mientras que para el labio y paladar hendido unilateral 

izquierdo los valores son parecidos, con un 55.6% para los hombres y 44.4 para las 
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mujeres; respecto al labio y paladar hendido derecho las mujeres presentan el 66.7% y los 

hombres el 33.3%; en el caso del labio y paladar hendido bilateral, los hombres presentan el 

48.1% y las mujeres el 52.9% (Figura 11). 

Figura 11.-Distribución de sexos en porcentaje para cada una de las malformaciones reportadas en el 

estudio. LHUI: labio hendido unilateral izquierdo; LHUD labio hendido unilateral derecho; LPHUI: labio y 

paladar hendido unilateral izquierdo; LPHUI: labio hendido unilateral izquierdo; LPHUD: labio hendido 

unilateral derecho; LPHB: labio y paladar hendido bilateral.

Respecto a los antecedentes familiares, para el grupo de los casos se reporta un 37.9% 

como positivo, del cual el 72.2% tiene un familiar afectado y el 27.3% manifiesta más de dos 

familiares con la afección; de los casos con antecedentes familiares, el 72.7% están 

relacionados a la rama materna y el 27.3% a la rama paterna; respecto al sexo del familiar 

afectado, el 54.5% fue diferente al del caso, además de que 54.5% del grupo de casos con 

antecedentes familiares, reportaron un parentesco de tercer grado y 18.2% de segundo

grado (Figura 12). Estos resultados corroboran la influencia familiar en la presencia de la 
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malformación, para datos como: familiares afectados, mayor probabilidad de presencia en 

rama materna y el grado de parentesco del individuo afectado con otros casos dentro de las 

familias analizadas. 

Figura 12.- Grados de parentesco, reportados por los individuos con historial familiar positivo.
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El numero de gestas de los casos no difiere estadisticamente respecto de los controles 

(X2=6.08, p=0.41); el porcentaje de gestas en el grupo de los casos se distribuye de la 

siguiente manera: las madres de los casos que reportaron multiparidad corresponden a un 

86.2% del total, para las cuales el 37.9% presentan dos gestas (donde el 18% refieren que 

en su gesta número uno se presentó la afeccción, y el 82% restante la presentaron en la 

segunda gesta); el 34.5% presentan tres gestas (donde el 10% presenta la afeccion en la 

primer gesta, el 20% en la segunda gesta y el 70% en la tercer gesta); el 10.3% presentaron 

cuatro gestas (de los cuales el 100% refieren afección en la cuarta gesta) y el 3.4% 

presentaron cinco gestas (en los cuales 100% refieren que en la quinta gesta se dio la 

afección; Figura 13). Estos datos muestran una tendencia clara de manifestación de la 

afección (en madres multíparas), en la última gesta reportada.

Figura 13.- Porcentajes de número de gestas en el grupo de los casos, dividido a su vez por el número de 

gesta donde sucede la afección.
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En relación a las enfermedades maternas durante el embarazo, para el periodo de los tres 

meses previos al mismo se encontró una incidencia del 4.1% de manifestación de la 

malformación, mientras que para el primer trimestre la cifra aumentó a 29.1%; las 

enfermedades más comunes en este periodo fueron: infecciones de vias urinarias y/o 

vaginales (63.6%) e infecciones gastrointestinales y respiratorias (18.2%; Anexo B).

Respecto a la edad de las madres participantes en el estudio, la mayor cantidad de 

participantes (tanto del grupo de casos y el grupo de controles) se encuentran en el intervalo

de 21 a 25 años (37.7%), mientras que en la comparación de grupos, el denominado casos

presentó la mayor cantidad en el intervalo de 21 a 25 años (34.48%), seguido del intervalo

de 26 a 30 años (27.59%) y para el grupo controles los intervalos más altos fueron el de 21 

a 25 años (con 41.67%) y los intervalos de 26 a 40 años ambos presentan una proporcion 

de 16.67% (Figura 14A). Al comparar ambos grupos no se identificaron diferencias 

estadísticas significativas.

Para la edad de los padres en general, el intervalo con mayor proporción fue el de 26 a 30 

años (28.3%) seguido del intervalo de 31 a 35 años (26.4%). Respecto a la comparación 

entre grupos, el llamado casos tiene la mayor proporción (31%) en el intervalo de 31 a 35 

años, seguido por el intervalo de 21 a 25 años (27.59%), mientras que el grupo de controles

tiene su mayor proporción (37.5%, Figura 14B) en el intervalo de 26 a 30 años. Cuando se 

compararon los dos grupos no existió diferencia estadísticamente significativa.

Con base en lo anterior, no se pueden considerar como informativas las variables de edad 

de ambos padres y presencia de enfermedades maternas previas al embarazo. Sin 

embargo, el porcentaje reportado para enfermedades durante el primer trimestre, sugiere 
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que éstas serían un factor (tal vez indirecto), para el favorecimiento de la presencia de la 

malformación.

Figura 14.- Distribución de edades maternas (A) y paternas (B), por intervalos.

7.2.2.-Estadística inferencial
7.2.2.1.- Análisis de varianza

El análisis de varianza de un factor sirve para comparar varios grupos en una variable 

cuantitativa. A la variable categórica (nominal u ordinal) que define los grupos que se van a

comparar se le llama variable independiente o factor, mientras que a la variable dependiente 

es la que se comparará entre grupos.

En este trabajo se quiere averiguar cuál de las variables dependientes son diferentes entre 

casos y controles. El ANOVA de un factor permite obtener información sobre el resultado de 

esa comparación. Es decir permitió evaluar si la varianza de los grupos es distinta entre los 

grupos de datos analizados.

Prueba de homogeneidad de varianza

A

B
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El estadístico de Levene, permitió contrastar la hipótesis de que las varianzas entre los 

grupos son iguales, en el cuadro cinco se muestran las variables que tienen un valor de p 

menor o igual a 0.05, lo que induce a rechazar la hipótesis de igualdad de varianza y definir 

que los grupos definidos no son iguales en sus varianzas para las variables referidas en el 

Cuadro 5.

Cuadro 5.- Tabla resumen del procedimiento ANOVA de un factor y Prueba de Levene sobre homogeneidad 

de varianza. Donde AF: Antecedentes familiares; EM; Edad materna; EP: Edad Paterna; NG: Numero de 

gestas; CP: Control prenatal; RAAF: Reacción adversa al ácido fólico; ExpT: Exposición a Teratógenos; E1Trim: 

Enfermedades durante primer trimestre; TraE1Trim: Tratamiento de enfermedad durante primer trimestre; 

EscM: Escolaridad materna; OcuM3ant: Ocupación materna tres meses antes del embarazo; OcuM3emb: 

ocupación materna durante los primeros tres meses de embarazo; OcuP3emb: Ocupación paterna durante 

los primeros tres meses de embarazo.

Tabla Parte 1

ANOVA Prueba de homogeneidad de varianzas

Suma de 

cuadrados
gl

Media 

cuadrática
F Sig.

Estadístico

de Levene
gl1 gl2 Sig.

AF

Inter-grupos 1.889 1 1.889

14.113 0 373.28 1 51 0Intra-grupos 6.828 51 0.134

Total 8.717 52

EM

Inter-grupos 0.618 1 0.618

2.797 0.101 7.777 1 51 0.007Intra-grupos 11.269 51 0.221

Total 11.887 52

EP

Inter-grupos 10.454 1 10.454

1.082 0.303 3.759 1 51 0.058Intra-grupos 492.866 51 9.664

Total 503.321 52

NG

Inter-grupos 0.152 1 0.152

0.604 0.44 1.747 1 51 0.192Intra-grupos 12.866 51 0.252

Total 13.019 52

Control prenatal

Inter-grupos 0.031 1 0.031

0.571 0.453 2.358 1 51 0.131Intra-grupos 2.799 51 0.055

Total 2.83 52
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Tabla Parte 2

ANOVA Prueba de homogeneidad de varianzas

Suma de 

cuadrados
gl

Media 

cuadrática
F Sig.

Estadístico

de Levene
gl1 gl2 Sig.

RAAF

Inter-grupos 0.161 1 0.161

1.202 0.278 0.141 1 51 0.709Intra-grupos 6.82 51 0.134

Total 6.981 52

ExpT

Inter-grupos 0.062 1 0.062

1.711 0.197 7.981 1 51 0.007Intra-grupos 1.862 51 0.037

Total 1.925 52

E1Trim

Inter-grupos 5.368 1 5.368

3.228 0.078 7.003 1 51 0.011Intra-grupos 84.82 51 1.663

Total 90.189 52

TraE1Trim

Inter-grupos 0.417 1 0.417

2.151 0.149 9.606 1 51 0.003Intra-grupos 9.885 51 0.194

Total 10.302 52

Consanguinidad

Inter-grupos 0.39 1 0.39

4.811 0.033 30.707 1 51 0Intra-grupos 4.138 51 0.081

Total 4.528 52

Grado de 

Familiaridad

Inter-grupos 0.016 1 0.016

0.825 0.368 3.548 1 51 0.065Intra-grupos 0.966 51 0.019

Total 0.981 52

EscM

Inter-grupos 0.352 1 0.352

1.558 0.218 6.089 1 51 0.017Intra-grupos 11.534 51 0.226

Total 11.887 52

OcuM3emb

Inter-grupos 0.999 1 0.999

2.575 0.115 12.906 1 51 0.001Intra-grupos 19.793 51 0.388

Total 20.792 52

OcuMant

Inter-grupos 0.999 1 0.999

2.575 0.115 12.906 1 51 0.001Intra-grupos 19.793 51 0.388

Total 20.792 52

OcuPemb

Inter-grupos 11.208 1 11.208

5.018 0.029 24.93 1 51 0Intra-grupos 113.924 51 2.234

Total 125.132 52

7.2.2.2.- Análisis Discriminante

Los resultados de este análisis muestran una agrupación de casos y controles de acuerdo 

con las variables que aportaron mayor diferenciación; se observa que las variables que 
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contribuyeron significativamente a la función discriminante, son los antecedentes familiares y 

la consanguinidad, al determinar la formación de los respectivos grupos (Cuadro 6). Sin 

embargo, otras variables como las ocupaciones paterna y materna, la exposición a 

teratógenos y la escolaridad materna, también son relevantes en el momento de discriminar 

estadísticamente cada uno de los grupos analizados, lo que sugiere una influencia de los 

mismos, probablemente como factores de riesgo que contribuyen a la presencia de la 

malformación.

Cuadro 6.- Coeficientes de la función discriminante. AF: Antecedentes familiares; OcuPemb: Ocupación 

paterna durante los primeros tres meses de embarazo; ExpT: Exposición a Teratógenos; OcuM3emb: 

ocupación materna durante los primeros tres meses de embarazo; OcuM3ant: Ocupación materna tres 

meses antes del embarazo; EscM: Escolaridad materna.

Matriz de estructura Matriz de estructura

Función Función

1 1

AF 0.795 OcuM3emb 0.135

Consanguinidad 0.464 OcuM2ant 0.135

OcuPemb 0.259

Grado de 

Familiaridad 0.122

ExpT 0.236 EscM 0.051

7.2.2.3.- Análisis de Componentes Principales

Se observó la relación existente entre las variables, utilizando el coeficiente de correlación 

de Pearson (r) con un criterio de inclusión ≥0.3; las variables que se correlacionaron con una 

p≤0.05 se reportan en el Cuadro 7.
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Cuadro 7.-Matriz de correlaciones de las variables obtenidas del cuestionario clínico. Los valores marcados en gris son diferentes de cero con una p ≤0.05 y los valores en 

negrita son p ≥0.3. 

NG GA AF EM ExpT E1Trim TE1Trim TraE1Trim Consanguinidad EscM OcuM3ant OcuM3emb

NG

GA 0.889

AF -0.051 -0.028

EM 0.364 0.369 0.057

ExpT -0.005 -0.08 0.348 0.482

E1Trim 0.041 0.183 0.039 -0.089 0.185

TE1Trim 0.024 0.144 0.083 0.026 0.374 0.75

TraE1Trim 0.212 0.337 0.031 -0.07 0.089 0.881 0.803

Consanguinidad -0.149 -0.221 -0.169 -0.257 -0.124 -0.128 -0.161 -0.139

EscM -0.304 -0.247 0.209 -0.147 0.048 -0.026 -0.194 -0.168 -0.198

OcuM3ant 0.037 -0.019 0.255 0.397 0.897 0.272 0.403 0.197 -0.152 -0.026

OcuM3emb 0.037 -0.019 0.255 0.397 0.897 0.272 0.403 0.197 -0.152 -0.026 1

OcuP3emb -0.117 -0.227 0.158 0.173 0.625 0.203 0.254 0.16 0.193 -0.163 0.535 0.535

Donde NG: Numero de gestas; GA: Gesta afectada; AF: Antecedentes familiares; EM; Edad materna; ExpT: Exposición a Teratógenos; E1Trim: Enfermedades durante 

primer trimestre; TE1Trim: Tipo de enfermedad durante primer trimestre; TraE1Trim: Tratamiento de enfermedad durante primer trimestre; EscM: Escolaridad 

materna; OcuM3ant: Ocupación materna tres meses antes del embarazo; OcuM3emb: ocupación materna durante los primeros tres meses de embarazo; OcuP3emb: 

Ocupación paterna durante los primeros tres meses de embarazo.
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En general, se observa que las variables con una correlación inclusiva probablemente 

estén relacionadas con: antecedentes reproductivos (multiparidad), edad de la madre, 

posible exposición a teratógenos y/o tratamientos farmacológicos; ocupaciones 

periconcepcionales (posible riesgo laboral); y enfermedades durante el primer 

trimestre (probable hipertermia en la madre).

Composición de la varianza

El 31.9 % de la variación es explicado por el componente uno y el componente dos 

explica el 19.5%; la suma de ambos explica el 51.5% de la varianza (Cuadro 8).

Cuadro 8.- Varianza explicada por cada componente.

Varianza total explicada

Componente

Autovalores iniciales
Sumas de las saturaciones al cuadrado de la 

extracción

Total
% de la 

varianza

% 

acumulado
Total % de la varianza % acumulado

1 4.159 31.991 31.991 4.159 31.991 31.991

2 2.548 19.599 51.590 2.548 19.599 51.590

3 2.068 15.910 67.500 2.068 15.910 67.500

4 1.433 11.022 78.522 1.433 11.022 78.522

Las variables correlacionadas (con un valor ≥0.3) con los componentes principales 

(Cuadro 9), quedaron de la siguiente forma:

Componente Uno:

Antecedentes familiares, Intervalos de edad materna, la exposición a teratógenos, 

enfermedad desarrollada durante el primer trimestre, el tipo de enfermedad del primer 
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trimestre, el tratamiento de la enfermedad el primer trimestre, la ocupación materna 

durante el trimestre anterior del embarazo y el primer trimestre, además de la 

ocupación paterna durante el primer trimestre.

Componente Dos:

El número de gestas, las gestas afectadas, enfermedad durante el primer trimestre y 

su tratamiento.

Cuadro 9.- Correlación de las variables con los componentes. Donde NG: Numero de gestas; GA: Gesta 

afectada; AF: Antecedentes familiares; EM; Edad materna; ExpT: Exposición a Teratógenos; E1Trim: 

Enfermedades durante primer trimestre; TE1Trim: Tipo de enfermedad durante primer trimestre; 

TraE1Trim: Tratamiento de enfermedad durante primer trimestre; EscM: Escolaridad materna; 

OcuM3ant: Ocupación materna tres meses antes del embarazo; OcuM3emb: ocupación materna 

durante los primeros tres meses de embarazo; OcuP3emb: Ocupación paterna durante los primeros 

tres meses de embarazo.

M
at

riz
 d

e 
co

m
po

ne
nt

es Variable NG GA AF EM ExpT E1Trim

C
om

po
ne

nt
e

1 0.159 0.164 0.306 0.432 0.856 0.568

2 0.68 0.796 -0.248 0.034 -0.407 0.456

Variable TE1Trim TraE1Trim Consanguinidad EscM OcuM3ant OcuM3emb OcuP3emb

1 0.687 0.537 -0.227 -0.122 0.889 0.889 0.603

2 0.366 0.627 -0.197 -0.357 -0.305 -0.305 -0.368

Con base en lo anterior, se verifican nuevamente factores específicos de riesgo, 

posiblemente relacionados a la edad de la madre, exposición a teratógenos y/o 

tratamientos farmacológicos, antecedentes familiares de la malformación, 

enfermedades y/u ocupaciones en el periodo periconcepcional.
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7.3 Análisis de riesgo relativo para los polimorfismos y los factores 

ambientales

7.3.1.- Razón de momios

Respecto a las variables asociadas con la malformación, la distribución de las madres 

mayores de 30 años fue diferente entre casos y controles (X2=6.87, p=0.01) pero no 

presentó un valor de riesgo alto (OR=0.42, IC 95%0.21,0.81), la distribución de la edad 

de los padres no fue diferente en casos y controles (X2=2.71, p=0.10) pero presentó un 

valor de riesgo de 1.62 (IC 95%0.91, 2.87; Cuadro 7.1; Figura 24).

Tener de tres a más gestas presentó un riesgo de 1.56 (IC 95% 0.89, 2.73), mientras 

que el riesgo de que la gesta afectada sea de la tercera en adelante es de 1.22 (IC 

95%0.68, 2.18); el control prenatal no presentó riesgo.

La reacción adversa al ácido fólico presentó un riesgo de 2.66 (IC 95%0.82, 8.59); las 

enfermedades durante el primer trimestre presentaron distribución diferente entre 

casos y controles (X2=17.15, p=<0.05) y presentaron un riesgo de 4.28 (IC 95%2.09, 

8.77); el tratamiento de enfermedad durante el primer trimestre también fue diferente 

entre casos y controles (X2=8.34, p=<0.05) y presentan un riesgo de 2.63 (IC 95%1.35, 

5.14). Mientras que las variables referentes al grado de estudio de los padres, sólo la 

escolaridad de las madres fue diferente entre casos y controles (X2=5.79, p=0.02), 

pero ni ésta ni la escolaridad paterna mostraron ser variables de riesgo (Cuadro 10).

Cuadro 10.- Comparación entre casos y controles (X2) de las variables de riesgo tomadas del 

cuestionario clínico y su razón de momios (OR) para cada una de ellas. GA ≥ a 3: gesta afectada, de la 

tres en adelante; SIAF: Sin ingesta de Ácido fólico; RAAF: Reacción adversa al ácido fólico; E1Trim: 
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Enfermedad durante el primer trimestre; TraE1Trim: Tratamiento de enfermedad durante primer 

trimestre; EscM: Escolaridad materna; EscP: Escolaridad paterna.

Variable
Casos

Con

Casos

sin

Contr.

Con

Contr.

Sin
OR 95%CI X2

Valor

de P

Madre ≥ 30 años 17.2 82.7 33.3 66.60 0.42 0.21 0.81 6.87 0.01

Padre ≥ 30 años 44.8 55.17 33.3 66.30 1.62 0.91 2.87 2.71 0.10

3 o más gestas 48.27 51.72 37.5 62.50 1.56 0.89 2.73 2.37 0.12

GA ≥ a 3 37.93 62.06 33.33 66.60 1.22 0.68 2.18 0.46 0.50

Sin control prenatal 3.44 96.55 8.33 91.66 0.39 0.11 1.42 2.16 0.14

SIAF 10.34 89.65 8.3 91.66 1.27 0.49 3.32 0.25 0.62

RAAF 10.34 89.65 4.16 95.83 2.66 0.82 8.59 2.84 0.09

E1Trim 37.93 62.06 12.5 87.50 4.28 2.09 8.77 17.15 0.00

TraE1Trim 34.48 65.51 16.66 83.33 2.63 1.35 5.14 8.34 0.00

EscM 59 41 75 25.00 0.48 0.26 0.88 5.79 0.02

EscP 76 24 79 21.00 0.84 0.43 1.64 0.26 0.61

En este sentido, aquellas variables que son significativamente diferentes y que 

además presentan un riesgo relativo importante, son: enfermedades maternas en el 

primer trimestre de embarazo y el tratamiento farmacológico de las mismas.
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Figura 15.- Valores de Razón de momios, con sus respectivos intervalos de confianza. La línea 

punteada muestra el valor de uno.

Con base en lo anterior, las tendencias observadas para los posibles factores de 

riesgo, fueron: 1) afectación más frecuente en la población masculina; 2) el tipo de 

malformación más frecuente que se documenta es el labio y paladar hendido 

izquierdo; 3) se verifica un riesgo aumentado cuando existe un historial de fisuras en la 

familia, con mayor frecuencia en la rama materna; 4) se documenta un porcentaje 

importante de enfermedades desarrolladas por las madres en el primer trimestre de 

embarazo que pudieron generar hipertermia en el ambiente embrionario; 5) la edad de 

los padres no parece influir en la manifestación de las malformaciones; y 6) no se 

evidenció una distribución diferencial de las malformaciones, de acuerdo a las zonas 

de estudio muestreadas.
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Para evaluar si las variantes del polimorfismo están relacionadas con el LH c/s PH, se 

compararon las frecuencias de los heterocigotos para ambos polimorfismos y sus 

valores de OR (1.7 IC 95% 0.9 a 3.2; Cuadro 11 A) y los cuatro modelos de herencia 

para obtener sus respectivos valores de riesgo; mostrando que ninguno de los 

modelos de herencia se asocia a una razón de riesgo relativo significativo (Cuadro 11 

B).

Cuadro 11.- Razón de riesgo para ambos polimorfismos estudiados: A) la mezcla heterocigota (677C>T 
y 1298A>C) y B) los diferentes modelos de herencia (* modelo teórico aceptado).

A)
Genotipo Casos 

con
casos sin control 

con
control 
sin

OR IC 95% X2 Valor 
de P

677C>T y 

1298A>C
36.7 63.3 25.0 75.0 1.7 0.9 3.2 3.2 0.07

B)
Modelo Genotipo Grupo:Ca Grupo:Co OR (IC 95%) Valor de P

6
7

7
 C

>
T

Codominante*
C/C 6 (20%) 7 (29.2%) 1 1
C/T 17 (56.7%) 12 (50%) 1.0 (0.0-NA)
T/T 7 (23.3%) 5 (20.8%) 1.0 (0.0-NA)

Dominante
C/C 6 (20%) 7 (29.2%) 1 1

C/T-T/T 24 (80%) 17 (70.8%) 1.0 (0.0-NA)

Recesivo
C/C-C/T 23 (76.7%) 19 (79.2%) 1 1

T/T 7 (23.3%) 5 (20.8%) 1.0 (0.0-NA)

1
2

9
8

A
>

C

Codominante*

A/A 16 (53.3%) 14 (58.3%) 1 1
A/C 13 (43.3%) 9 (37.5%) 1.0 (0.0-NA)

C/C 1 (3.3%) 1 (4.2%) 1.0 (0.0-NA)

Dominante
A/A 16 (53.3%) 14 (58.3%) 1 1

A/C-C/C 14 (46.7%) 10 (41.7%) 1.0 (0.0-NA)

Recesivo
A/A-A/C 29 (96.7%) 23 (95.8%) 1 1

C/C 1 (3.3%) 1 (4.2%) 1.0 (0.0-NA)

Valores de riesgo para las frecuencias alélicas
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Los valores de los alelos mutados de riesgo no fueron diferentes entre casos y 

controles, el OR para el alelo 677T (1.35), seguido del OR calculado para los alelos 

combinados (1.23), mientras que el OR menor (1.12) fue para el alelo 1298 (Cuadro 

12). Sin embargo, para todos los valores calculados, el riesgo relativo fue mayor a uno. 

Cuadro 12.- Valores de la Razón de momios (OR) para los alelos mutados y sus valores de X2 con su 

respectivo valor de P.

Alelo OR IC95% X2 Valor de P

677T 1.35 0.78 2.37 1.13 0.29

1298C 1.12 0.58 2.14 0.11 0.74

Combinado 1.23 0.82 1.86 1.01 0.32

7.4.- Análisis de equilibrio de ligamiento

El estadístico D presentó un valor de -0.081, mientras que el D´ mostró un valor de 

0.70, indicando la existencia de ligamiento entre los polimorfismos; el coeficiente de 

correlación es de -0.38 con un valor de P menor a 0.05 (Cuadro 13). Estos resultados 

sugieren un ligamiento entre ambos loci, lo que explicaría los datos relativos de riesgo 

con valores similares, puesto que cada locus dentro del cromosoma, se estaría 

recombinando y heredando con un patrón de desplazamiento similar, durante la 

meiosis en los gametos paternos.



Análisis de dos polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa (677C>T y 1298A>C) 
en una población infantil del estado de Hidalgo.

2011

64

CHÁVEZ-CALZADA                         

Cuadro 13.-Análisis de desequilibrio de ligamiento; presenta estadístico D, Estadístico D´ además del 

Índice de correlación.

Análisis de desequilibrio de ligamiento

Estadístico D Estadístico D' Estadístico r Valor de P

677C>T 1298A<C 677C>T 1298A<C 677C>T 1298A<C 677C>T 1298A<C

-0.0816 0.7017 -0.3816 1.00E-04

7.4.-Análisis de Haplotipos

7.4.1.- Frecuencias de Haplotipos por grupos de estudio

La frecuencia de haplotipos en los controles y los casos presenta el valor más alto 

para el haplotipo T-A (43.8 y 45 respectivamente); en los padres, el haplotipo T-A fue

también el de mayor valor (33.3), mientras que en las madres el haplotipo C-A (46.7)

fue el más alto. Se identificó con ayuda de la prueba de X2, que existe una diferencia 

estadísticamente significativa (p<0.05) entre las distribuciones de los haplotipos entre 

casos y controles (Cuadro 14).

Cuadro 14.-Frecuencias de Haplotipos en los diferentes grupos de estudio.

Haplotipos/grupos C-A T-C T-A C-C X2

Controles 33.3 2.08 43.8 20.8 Ref.

Caso 30 6.67 45 18.3 0.01

El haplotipo de menor frecuencia (T-C) fue el de mayor riesgo (OR=3.36 IC95%1.64, 

4.75) y el haplotipo de mayor frecuencia no difiere entre casos y controles (X2=0.05, 

p=0.8) y presenta un valor de OR de 1.05 (IC95%0.6, 1.83; Cuadro 15).
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Cuadro 15.- Razón de momios entre casos y controles para los diferentes haplotipos reportados en el 

estudio (*haplotipo de mayor riesgo).

Grupos Controles Caso

Haplotipos con sin con sin OR IC 95%

C-A 33.3 66.7 30 70 0.86 0.47 1.56

T-C* 2.08 97.92 6.67 93.33 3.36 1.60 4.75

T-A 43.8 56.2 45 55 1.05 0.60 1.83

C-C 20.8 79.2 18.3 81.7 0.85 0.42 1.72

Con ayuda de programas de genética de poblaciones (TFPGA Versión 1.3, 1997; 

Arlequin Versión 3.01, 2006; Popgen Versión 1.31, 1999; TCS Versión 1.21, 2005 y 

Kingroup Versión 2_09) se identificaron los grados de relación entre los grupos 

estudiados, verificando primero aquélla existente entre los diferentes haplotipos 

identificados, lo que evidenció que la combinación silvestre (C_A) ocupa el primer 

lugar, se derivan los heterólogos (T_A y C_C) y la combinación con mayor número de 

nodos (cambios), fue T_C (Anexo B).

7.4.2.- Haplotipos de las familias del grupo de los casos

Apartir de los haplotipos familiares se realizo una asociación entre las mismas con 

ayuda del programa TCS (Versión 1.21) y se detectaron las familas con los haplotipos

mas derivados. En general, se observa que la mayoría de las familias analizadas 

muestra dos o más haplotipos; casí el 40% tiene tres haplotipos y el 8% muestra hasta 

cuatro haplotipos distintos. Es decir, no existe una conformación de alelos preferente 

y/o asociada a un linaje uniparental específico de herencia.
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Figura 16.- Red de haplotipos de conjuntos de familias pertenecientes al grupo de los casos. Haplotipo ancestral en mayor tamaño, los puntos indican haplotipos 

perdidos o hipotéticos, las líneas indican relación basada en distancias euclidianas y haplotipos compartidos (con longitudes arbitrarias); los círculos indican la 

proporción de haplotipos presentes en los grupos y/o familias.
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7.5.- Heredabilidad y penetrancia

La heredabilidad calculada a partir de la covarianza media de progenitor-progenie, 

muestra valores semejantes para ambos polimorfismos (Cuadro 16). Es decir, se 

interpretaría, en ambos casos, que más del 60% de la expresión de ambos loci, es un 

componente genético heredable y el resto (menos del 40%) sería el componente 

ambiental para su manifestación.

Cuadro 16.- Valores de heredabilidad para ambos polimorfismos, a partir de los datos genéticos 

obtenidos de las familias de los casos.

Heredabilidad 677C>T 1298A>C

h2 0.633 0.626

El modelo de penetrancia se elaboró en el programa MedCal (Versión 12) estimándola 

de forma específica a diferentes edades con un análisis de supervivencia con la 

técnica de Kaplan-Meier, utilizando como primer factor los polimorfismos (677C>T y 

1298 A>C); un segundo factor comprende todos los posibles factores de riesgo 

documentados con ayuda del cuestionario clínico (Cuadro 9); los intervalos de tiempo 

se determinaron tomando como referencia la edad materna.

Para la variante TT (>25 años), además de la influencia de los factores de riesgo, 

muestra un valor de penetrancia de 0.5, mientras que para la variante CT se presenta 

un valor de penetrancia de 0.2 (25 años), pero a los 35 años su valor aumenta a 0.6.

Es decir, si se presentan edades maternas mayores a 25 años, además de los factores 

de riesgo documentados en el cuestionario y las variantes mutadas del polimorfismo 
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677C>T, la probabilidad de que la malformación esté presente en la descendencia es 

del 50%. 

Figura 17.- Valores de penetrancia para los modelos TT y CT del polimorfismo 677C>T.

7.6.- Valores de TDT

A partir de las genealogías de los casos (Figura 28), se obtuvieron los valores de TDT 

para identificar la relación de los alelos mutados con la enfermedad.
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Figura 18.- Genealogías del grupo de los casos, identificados por tipo de 

malformación, a partir de los cuales se identifican los progenitores heterocigotos para la obtención de los valores de TDT. LH y PH UD: labio hendido y paladar hendido 

unilateral derecho; LH y PH UI: labio hendido y paladar hendido unilateral izquierdo; LH UD: labio hendido unilateral derecho; LH UI: labio hendido unilateral izquierdo; 

LH y PH B: labio hendido y paladar hendido bilateral.
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Respecto a la transmisión de los alelos en las genealogías de los casos, el 

polimorfismo 677C>T muestra un valor de 1.5 con una p de 0.2 y el polimorfismo 

1298A>C un valor de 0.47 con una p de 0.4 (Cuadro 17); lo que sugiere que el alelo T 

del polimorfismo 677C>T está asociado con la manifestación de la malformación, de 

acuerdo a la probabilidad de transmisión. 

Cuadro 17.- Valores de TDT y sus respectivos valores de P para cada uno de los polimorfismos 

estudiados.

Polimorfismo Valores de TDT Valor de P

677C>T 1.5 0.2

1298A>C 0.47 0.4
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8.-DISCUSIÓN:

8.1 Análisis de la variabilidad y estructura genética de los polimorfismos

En general, los polimorfismos para ambos loci fueron detectados y confirmados 

respecto a las referencias (677C>T, Blanco-Muñoz, 2007; 1298A>C, van der Put, 

2000). Se verificó el estatus de locus en equilibrio para el grupo de controles, en 

ambos polimorfismos. Con base en lo anterior, es posible establecer entonces que 

ambos marcadores son válidos para verificar posibles diferencias cuando se comparan 

grupos afectados versus sanos (Iniesta, 2005).

Los datos de distancias genéticas sugieren que las madres guardan mayor relación 

genética con los casos, respecto de los padres. En este sentido, se han documentado 

modelos específicos de activación genética, asociados a la expresión preferente del 

juego de alelos de alguno de los padres (impronta genética), lo que permite entonces 

una expresión diferencial, según sea la copia materna o paterna; este tipo de 

mecanismos se asocian con presiones evolutivas específicas para genes implicados 

en el desarrollo y crecimiento de varios grupos de mamíferos. La impronta genética se 

ha descrito para otro tipo de malformaciones congénitas (Pinto-Escalante, 2001) y 

sería una posible explicación a la mayor homología genética entre los individuos 

afectados y sus madres.

Ochenta y cinco a noventa por ciento de la variación genética neutral en la especie 

humana se debe a las diferencias entre individuos dentro de las poblaciones. El 10%-

15% restante se debe a las diferencias entre grupos, y, aunque es modesta, esta 
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variación influencia las diferencias promedio en características físicas, la 

susceptibilidad a padecer enfermedades y la respuesta al tratamiento entre 

poblaciones (Vidal-Aguilera, 2009). Para evaluar el impacto de esta variación, 

particularmente en comparación con ciertos factores ambientales, las deducciones son 

a menudo realizadas sobre la estructura genética de una muestra. La estructura 

genética de ambos grupos analizados no presenta una estratificación específica, al 

menos para los loci analizados. Esto implica que, en términos de manifestación de las 

variantes mutadas, no existe un patrón de asociación particular de todas las 

configuraciones posibles de genotipos con la alteración (677C>T: C-T y T-T; 1298A>C: 

A-C y C-C). Es decir, la presencia de variables mutadas del gen de la enzima no está 

relacionada a la configuración genotípica de las mutaciones y las versiones silvestres 

del gen, aunque estudios previos han reportado que existe un polimorfismo fijado 

consistentemente en otros grupos estudiados (1298A>C; González-Herrera, 2007). 

Se encontró también una distribución diferencial de frecuencias alélicas y genotípicas 

para ambos loci en el grupo de casos. Esto implica que hay conformaciones 

específicas de alelos que se están presentando en los individuos con LH c/s PH y que 

probablemente estén potenciando la presencia del padecimiento. Esta asociación se 

ha reportado previamente en otros estudios con el gen MTHFR (Botto, 2000), donde 

se reportan genotipos específicos de riesgo para otras MC asociadas al metabolismo 

del folato. Czeizel et al. (1999) describen que para el polimorfismo 677C>T, las 

configuraciones C-T y T-T presentan un riesgo importante en la manifestación de 

alteraciones de la línea media. Para el caso del polimorfismo 1298A>C, van der Put 
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(1998) ha identificado que el homocigoto C-C disminuye la eficiencia de la actividad 

enzimática de la MTHFR y en las concentraciones de folato y homocisteína, pero en 

menor medida que la mutación 677C>T, por lo que se considera un factor de riesgo 

menor, especialmente en condiciones de baja ingesta de folato o cuando los 

requerimientos de éste sean altos. 

No obstante, en el presente estudio la prevalencia del genotipo 1298CC en la 

población control a pesar de ser relativamente baja (4.2%), no difiere de otros estudios 

(van der Put et al., 1998; Barber et al., 2000). Además, algunos autores establecen 

que la heterocigosidad combinada para ambas mutaciones provoca una disminución 

en la actividad de la enzima MTHFR considerablemente mayor que la obtenida para 

las formas heterocigotas por separado, produciendo unas concentraciones 

plasmáticas altas de homocisteína y bajas de folato (Barber et al., 2000). 

Esto implica que si bien el genotipo específico, asociado a cualquiera de las variantes 

mutadas del gen MTHFR, no puede ser el único determinante crítico del resultado final 

(la presencia de LH c/s PH), sí presenta un efecto interactivo entre el genotipo y el 

estado de folato. En particular, se ha documentado previamente que el genotipo TT 

(677C>T) influye en las concentraciones de homicisteína solamente cuando las del 

folato están por debajo del valor promedio. Este efecto interactivo genotipo-nutriente 

es consistente con el modelo multifactorial propuesto para los defectos del tubo neural 

y sugiere un mecanismo por el cual el metabolismo de los folatos como tal, no 

presenta una predisposición genética para el desarrollo de ese tipo de alteraciones. 

Para efectos de este estudio, no se encontró tampoco un genotipo específico que 
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documentara un riesgo relativo estadísticamente significativo, asociado a la 

manifestación de LH c/s PH.

Por otro lado, la ausencia de la mezcla de genotipos 677TT/1298CC apoya la hipótesis 

de que los alelos 677T y 1298C están siempre en posición trans, es decir están 

enfrentados en diferentes cromosomas homólogos (Gutiérrez-Revilla, 2003). Este 

hecho concuerda los resultados aportados por otros autores como van der Put et al., 

1998; Barber et al., 2000 y Urano et al., 2002. En este sentido, es prácticamente 

improbable encontrar los cuatro alelos mutados en un individuo y esto confirma 

entonces que la combinación genotípica más riesgosa sería la conformación 

heterocigota (alelo sano + alelo mutado), para cada gen, lo que se confirma con las 

frecuencias de las variantes heterocigotas para ambos genes en el grupo de casos, 

sensiblemente mayor con respecto a los valores del grupo control, en este estudio. 

8.2 Análisis estadístico para casos y controles

Al revisar las variables del cuestionario clínico, la información coincide con la literatura, 

ya que el género masculino es en el que se presentan las fisuras orales con mayor 

frecuencia (Figura 3; Anexo B). Se encontró afinidad con otros informes en cuanto al 

tipo de fisura presentada y su frecuencia relativa (Figura 12; Andrews-Casal, 1997; 

Carinci, 2000).

Respecto a la distribución de malformaciones en las zonas de estudio, el labio y 

paladar hendido bilateral presenta su mayor porcentaje en la zona 10 (el 75% del total 

de labio y paladar hendido bilateral reportados en el estudio), mientras que en la 

multizona se presentó el 60% del total de los casos con labio hendido unilateral 
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izquierdo (Figura 13 B). Esto puede relacionarse directamente a la densidad relativa 

de habitantes para cada una de las regiones evaluadas; sin embargo, hay que resaltar 

también que la zona 10 incluye la región geográfica conocida como Valle del 

Mezquital, que es una de las zonas diagnosticadas como de “pobreza extrema” dentro 

del estado de Hidalgo. Esto implica que la población en general presenta deficiencias 

nutricionales y en particular, para proteínas, vitaminas del complejo B y en particular 

ácido fólico (de 10 a 20% en niños y de 8% en mujeres; Informe CONEVAL, 2009) y el 

efecto consecuente sobre la generación de variantes mutadas de la MTHFR. 

Se encontró concordancia con otros informes en cuanto al tipo de fisura de mayor 

aparición: labio y paladar hendido izquierdo en primer término y labio y paladar 

hendido derecho en segundo término (Figura 14) y la distribución de malformaciones 

respecto de los sexos (Figura 15) también mostraron ser similares a las descritas con 

anterioridad (Hagberg, 1997).

En particular, se identificó que el 37.9% de los pacientes (casos), refieren una historia 

familiar positiva con LH c/s PH (Figura 12), por lo que se considera que el componente 

hereditario juega un papel importante en la etiología de esta alteración, no evidenciado 

a partir de un gen específico (como se muestra aquí para los loci analizados), pero sí 

tal vez a grupos de genes relacionados, directa o indirectamente con el metabolismo 

de los folatos, que generarían variantes mutadas o disfuncionales para otras enzimas 

de esa vía metabólica en específico, como se ha evidenciado para otros modelos de 

alteración metabólica en humanos (Sánchez-Urbina, 2006). 
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Las enfermedades respecto del trimestre anterior al embarazo no presentaron

diferencia entre los grupos, pero las enfermedades durante el primer trimestre 

presentaron una frecuencia más alta en los casos; las más comunes fueron las 

infecciones de vías urinarias y/o vaginales y las infecciones gastrointestinales y 

respiratorias (Figura 4; Anexo B), las cuales presumiblemente tengan relación con 

condiciones de hipertermia en el cuerpo de la madre, lo que estaría promoviendo la 

aparición de alteraciones o defectos de la línea media durante el periodo de desarrollo 

embrionario por alteraciones en la funcionalidad de la MTHFR, lo que se ha reportado 

para otras malformaciones congénitas tempranas, como los defectos del tubo neural 

(Czeizel et al., 1999).

Diversos autores han reportado termolabilidad (disfunción generada por temperaturas 

elevadas; pues produce desnaturalización de la estructura terciaria de la proteína)

para la MTHFR (Shields, 1999), lo que implicaría que si las madres estuvieron 

expuestas a temperaturas lo suficientemente elevadas (posiblemente a consecuencia 

de alguna enfermedad infecciosa), esto podría generar alteraciones en la 

configuración original de la enzima y provocar anomalías que afecten a las estructuras 

asociadas a la línea media del embrión, como se ha documentado para otras 

malformaciones (entre ellas las de estructuras encefálicas; Vidal-Aguilera, 2009). 

Adicionalmente, en presencia de alguna infección, se puede suponer que se 

consumieron algún tipo de agentes farmacológicos antimicrobianos durante el 

embarazo; no obstante, pocos antibióticos han comprobado ser completamente 

inocuos en los efectos sobre el producto, en particular si se administran en el periodo 
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periconcepcional, así que su participación en la etiología de las fisuras orales es 

controversial y, en general, la mayor parte de los antibióticos presentan 

recomendaciones de no utilizarse durante el periodo de gestación (Zhao, 2006). 

Respecto al número de gestas, no se identificaron diferencias estadísticamente 

significativas entre casos y controles, pero en el grupo de casos se identifica una 

relación entre la multiparidad y la presencia de la malformación (Figura 13). Además 

no se observaron edades extremas en el estudio (Figura 14), la edad promedio fue de 

26.1 años en madres, la cual es una edad considerada óptima para la concepción, 

aunque el intervalo de edad también se correlaciona con la gesta afectada debido 

posiblemente al aumento de riesgo relativo respecto de la edad (Carbo, 2001).

En este sentido, se han documentado resultados similares (Sacsaquispe et al. 2004) 

en donde el riesgo asociado a la manifestación de malformaciones tiene que ver con el 

número de eventos potenciales de fertilización efectiva, lo que corrobora un 

componente hereditario en la manifestación de LH c/s PH. 

Las variables de riesgo que discriminaron los grupos de estudio fueron: los 

antecedentes familiares y la consanguinidad, variables relacionadas directamente con 

un componente familiar posiblemente hereditario, mientras que la ocupación de los 

progenitores, la escolaridad materna y la exposición a teratógenos, estarían

relacionados con el factor ambiental. En este sentido, diversos estudios han 

documentado la incidencia de factores hereditarios y ambientales, que actúan 

sinérgicamente para condicionar la aparición de alteraciones congénitas (Carbo, 

2001), 
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8.3 Análisis de riesgo relativo para los polimorfismos y los factores ambientales

8.3.1.- La distribución de los genotipos y frecuencias alélicas
En este estudio, los valores de riesgo relativo no fueron estadísticamente distintos; sin 

embargo, es posible verificar una tendencia notable de asociación para la mezcla 

heterocigota en ambos polimorfismos; es decir, aquellos individuos que portan los 

heterocigotos para los dos loci, tiene mayor riesgo relativo (o proporcional: 1.7 más 

veces con respecto a los genotipos silvestres) de contribuir a la expresión de LH c/s 

PH. Este riesgo asociado a los heterocigotos se ha documentado previamente para 

otras malformaciones asociados a la línea media, como los defectos del tubo neural 

(van der Put, 1998; Guéant-Rodriguez, 2006).

Para ambos polimorfismos, las distribuciones genéticas (Cuadro 11) y alélicas (Cuadro 

12) entre los grupos de estudio no fueron estadísticamente diferentes y la razón de 

momios estimada para los genotipos de riesgo no muestra asociaciones positivas; esto 

aún cuando se consideró en el análisis el modelo inferido en la literatura (Iniesta. 2005; 

Blanco-Muñoz, 2007). Esto corrobora que no existe un genotipo específico de riesgo 

(para los loci analizados) que condicione la aparición del LH c/s PH, 

No se encontró la asociación entre la variante 677C>T en niños con LH c/s PH, en

contraste con lo documentado para otros defectos de la línea media como los 

asociados a la formación del tubo neural (van der Put, 1995; Whitehead, 1995). Sin

embargo, tomando en cuenta que el LH c/s PH es una malformación compleja, los 

resultados en diferentes poblaciones apoyan el papel de otros genes candidatos, de 

factores ambientales y la interacción genes-ambiente en su etiología (Ochoa-Lozano 

et al., 2003). Tampoco se evidenció una asociación directa entre los genotipos CT, TT 
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y AC, CC con la aparición de LH c/s PH; no obstante, consideramos que es válida la 

inferencia de considerar la presencia de las formas heterocigotas de ambos loci, como 

un elemento que potencia la manifestación de LH c/s PH. Esto se ha validado 

previamente para otras alteraciones asociadas a las mutaciones del gen MTHFR, 

particularmente en líneas maternas (Daly, 1999).

8.3.2.- Datos del cuestionario clínico
Aunque las malformaciones en general para recién nacidos aumentan con la edad de 

la madre, esta variable no mostró asociación con los tipos de fisuras documentados 

(Cuadro 10), lo cual coincide con lo que se ha reportado anteriormente (Hagberg, 

1997). Respecto a la edad paterna se detectó un riesgo de 1.62 y las enfermedades 

durante el primer trimestre reportaron un valor de riesgo de 4.28. Es decir, la edad 

paterna y la aparición de enfermedades en el primer trimestre de embarazo, 

condicionan respectivamente, 1.62 y 4.28 veces más la posibilidad de que se 

manifieste la aparición de LH c/s PH en la descendencia, lo que los posiciona como 

factores de riesgo significativos en la manifestación de esta afección; estos factores 

específicos de riesgo también se han documentado en otras alteraciones congénitas 

(Duque, 2002; Hagberg, 1997).

Se confirmó la ausencia de riesgos significativos tanto para alelos mutados, como para 

genotipos específicos del gen MTHFR, sin embargo, se evidenció ligamiento en ambos 

loci, lo que implica patrones de desplazamiento similares durante los procesos de 

recombinación durante la generación de gametos en los padres; esto fortalece el 

argumento de que los antecedentes familiares y la consanguinidad potencian la 

aparición de LH c/s PH en la descendencia. Este efecto de “acarreo” genético para loci 
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relacionados, que genera patrones similares de frecuencia y manifestación en 

humanos, ha sido  documentado previamente para otros genes altamente polimórficos 

(Avise, 2004).

8.4 Análisis de Haplotipos

El LH c/s PH es una malformación común en recién nacidos y su etiología es 

multifactorial e intervienen factores genéticos y ambientales (Stanier, 2004). A pesar 

de que el patrón hereditario del labio hendido con o sin paladar ha sido investigado por 

mucho tiempo los resultados reportados son controversiales (Gutiérrez-Revilla, 2004; 

González Herrera, 2007). Sin embargo, la distribución de haplotipos en el grupo de 

casos para el presente estudio, prueba de manera complementaria que aquellas 

configuraciones heterocigotas (tanto en genotipos como en haplotipos), son las que 

suponen un mayor riesgo, desde el punto de vista genético, aunque no siempre sean 

los más frecuentes (como es el caso del haplotipo T-C), por lo tanto los resultados 

obtenidos en este trabajo son útiles para llevar a cabo medidas de prevención primaria 

para aquellas alteraciones asociadas a mutaciones del gen MTHFR, teniendo en 

cuenta el perfil genético de la población hidalguense, a través de la identificación de 

haplotipos de riesgo en la población. 

Los haplotipos específicos mostraron una distribución variable en las familias 

analizadas; la causa de la expresión variable de alelos asociados a enfermedades de 

herencia compleja aún es desconocida. Las condiciones ambientales pueden ser las 

responsables, ya que en ausencia de ciertos factores ambientales, el gen se expresa 

con gravedad limitada o no se expresa en lo absoluto. Otra posible causa es la 
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interacción de otros genes (denominados genes modificadores) con el gen causante 

de la enfermedad. Además a medida que las bases moleculares se conocen mejor, 

queda claro que algunos casos de expresión variable se deben a diferentes tipos de 

mutaciones (diferentes alelos) a lo cual se le denomina heterogeneidad alélica (Avise, 

2004).

De manera complementaria, los resultados para heredabilidad y penetrancia validan

un componente genético importante (determinado a partir de la configuración de 

haplotipos de ambos loci analizados) en la manifestación de LH c/s PH, donde además 

de documentar un haplotipo con riesgo importante, se manifiesta que en edades 

maternas mayores a 25 años, con presencia de las variantes mutadas del 

polimorfismo 677C>T (único con contribución relevante para la manifestación de la 

afección) y los factores de riesgo documentados, hay hasta un 50% de probabilidades 

de que se declare la malformación, verificando que la presencia de ésta es un 

fenómeno complejo que, no obstante, puede asociarse a factores específicos de 

riesgo, ambientales y genéticos, tal como se ha reportado para otras afecciones 

congénitas (Shields, 1999; Alvarez, 2003).

Así, si bien el genotipo no puede ser solamente el determinante del resultado final, 

pero sí el efecto interactivo entre el genotipo y el estado de folato, como recientemente 

se ha planteado (Krapels et al., 2006), este efecto interactivo genético-nutriente es 

consistente con el modelo multifactorial y apunta a un mecanismo por el cual el ácido 

fólico puede disminuir el riesgo o la predisposición a desarrollos anómalos durante el 

periodo embrionario (Shaw et al., 1995).
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Basándose en los resultados obtenidos, se puede suponer que la dificultad de 

asimilación o la falta de ácido fólico en la madre, puede ser una consecuencia 

específica de mutaciones en los genes de la cadena de ácido fólico, lo que determina

un riesgo crítico en el desarrollo de hendiduras faciales (Serrano, 2009); sin embargo, 

en el presente trabajo no se evaluó en particular el consumo específico de ácido fólico, 

lo que no permite consideraciones particulares los niveles de folato y homocisteína en 

madres y/o niños afectados.

Sin embargo, sí se valida la importancia de estos dos polimorfismos (con mayor 

relevancia el 677C>T) en la participación de la etiología del LH c/s PH, tomando en 

cuenta el modelo multifactorial, donde intervienen varios genes (poligenes), siendo el 

gen de la MTHFR uno de los loci significativos para la etiología de la malformación. 

Adicionalmente, los factores de riesgo detectados con ayuda del cuestionario clínico, 

se proponen como una estrategia importante en el diagnóstico, asesoramiento

genético y tratamiento clínico en pacientes con labio y paladar hendido.
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9.- CONCLUSIONES:
I. Las variantes mutadas del gen MTHFR, 677C>T y 1298A>C, son buenos 

marcadores de genotipificación para validar afecciones asociadas al 

metabolismo de los folatos, en particular LH c/s PH, en estudios de casos y 

controles.

II. Se observa una mayor homología genética de los individuos afectados con sus 

madres, probablemente como resultado de algún fenómeno de expresión 

diferencial o preferente de las variantes genéticas de los linajes maternos para 

los polimorfismos analizados.

III. Según el presente estudio, los factores de riesgo significativos para la 

manifestación de LH c/s PH fueron: combinación de genotipos heterocigotos 

para ambos loci en uno o ambos padres, tanto en su combinación genotípica 

como en haplotipos (en particular el haplotipo familiar T-C); antecedentes 

familiares; consanguinidad;; multiparidad; como factores genético-hereditarios. 

En contraparte, se documentaron: las enfermedades en el primer trimestre y/o 

exposición a fármacos durante el mismo; ocupación y/o nivel de escolaridad de 

al menos uno de los progenitores; como factores ambientales.

IV. Se evidencia un desequilibrio por ligamiento de los dos polimorfismos 

analizados para el gen de la MTHFR, lo que puede generar efectos de 

“acarreo” durante la segregación cromosómica en lo gametos. Esto explicaría 

fenómenos específicos de riesgo para la ocurrencia de LH c/s PH, como la 

consanguinidad y los antecedentes familiares.
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V. Se sugiere una combinación específica de riesgo, donde edades maternas 

mayores a 25 años, los factores de riesgo estadísticamente significativos y la 

presencia del heterocigoto 677C>T en el trío familiar, generan hasta un 50% de 

probabilidad de que se presente la malformación en la descendencia.
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ANEXOS

Anexo A:
1.-Montaje de las técnicas de PCR y visualización del DNA

Las concentraciones y temperaturas para el presente trabajo se obtuvieron a partir de 

protocolos anteriores y se reestandarizaron en el laboratorio (Cuadro I).

Cuadro I.- Concentraciones de mezcla maestra para PCR (por reacción) en este trabajo.

Reactivos 1 reacción
Agua Bidestilada estéril (µl) 8.8 µl

Master stock (µl) 5.1 µl
DNTP´s mix 4.2 µl

Primer (R) de 25 µM 2.5 µl
Primer (F) de 25 µM 2.5 µl
Taq DNA polimerasa 0.8 u/reacción

Volumen Total 25µl

Cuadro II.- Ciclos y temperaturas de amplificación para la reacción de PCR, utilizados en 

este trabajo.

Estado Ciclos Pasos Temperatura °C Tiempo

1 1 1 92 1 min

2 35
1 92 1 min
2 Anneling** 30 s
3 72 30 s

3 1
1 72 7 min
2 4 Espera

** 60°C para el polimorfismo 677 y 58°C para el polimorfismo 1298

Secuencias de oligonucleótidos para PCR (primers) utilizados en este trabajo, tomadas de 

Blanco-Muñoz y colaboradores (2007).
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Cuadro III.- Datos de los oligonucleótidos usados para PCR

677C>T
F 5`-GCA GGG AGC TTT GAG GCT GAC-3`

R 5`-AGG ACG GTG CGG TGA GAT G-3`

1298A>C

F 5´-ATG TGG GGG GAG GAG CTG AC-3`

R 5`-GTCTCC CAA CTT ACC CTT CTC CC-3`

Cuadro IV.- Valores para el Análisis de Restricción, respectivas concentraciones y 

temperaturas de digestión.

Digestión de Enzimas de Restricción

1µ 10x Buffer

6.5 µl H2O

2µl DNA

0.5 µl Enzima

2.-PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE DNA A TRAVÉS DE LAS TARJETAS FORENSES 

FTA Whatman ®

1. Cortar los discos (1.2 mm para sangre) y transferir a tubos para amplificación de 

PCR.

2. Agregar a cada tubo 200 μl de FTA Purification Reagent para lavar los discos.

3. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, (el contenido del tubo puede 

mezclarse manualmente).

4. Eliminar y desechar todo el FTA Purification Reagent, empleando una pipeta. 

5. Repetir los pasos 3-5 dos veces, para un total de tres lavados con el FTA 

Purification Reagent. 

6. Agregar a cada tubo 200 μl del Buffer TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0)

7. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

8. Eliminar y desechar todo el Buffer TE con una pipeta. 

9. Repetir pasos 7-9 una vez más para un total de dos lavados con el Pulidor de TE. 

10. Secar el disco a temperatura ambiente durante aproximadamente una hora, a 56°C 

durante 10 minutos. El disco está ahora listo para PCR.

µl   Temperatura Tiempo

HinfI 0.1   37°C 3h

MboII  0.2    37°C 2h
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3.- CUESTIONARIO CLÍNICO CON LOS FACTORES DE RIESGO UTILIZADO EN EL 

ESTUDIO.

Cuadro V.-Forma de llenado de Cédula relacionado con el funcionamiento de la 

Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
Captura de datos: fecha(dd/mm/aaaa)

Registro: número de expediente electrónico y primera letra de cada uno de los apellidos y nombres que aparecen en 

el expediente…

Fecha de nacimiento: dd/mm/aaaa aa mm dd

1.- Edad, cumplidos al momento de la primera consulta: aa mm dd

2.- Género, el asignado por los padres: (1) Femenina o (2) Masculino
3.- Municipio de Origen: número asignado.
4.- Municipio de Residencia: número asignado.
5.-Tipo de Malformación:
(a) Pseudolabio hendido unilateral (izquierdo(1)/derecho (2)) o bilateral (3)

(b) Labio Hendido Unilateral (4) Labio Hendido Bilateral (5), 
(c) Labio y Paladar Hendido Unilateral (izquierdo(6)/derecho (7))
(d) Labio y Paladar Hendido Bilateral (8).
6.-Antecedentes Hereditarios Familiares de Labio Hendido con o sin Paladar 
Hendido y/o Paladar Hendido Aislado: (1) No o (2) Si
6.1.- Cantidad: Números enteros.
6.2.-Rama familiar: (1) Se desconoce, (2) Materna, (3)Paterna o (4) Ambas
6.3.-Género del familiar afectado: (1) Se desconoce, (2) diferente del afectado,
(3) Mismo del afectado o (4) Ambos.
6.4.- Grado de parentesco del familiar afectado: (1) Se desconoce, (2) más lejana 
de 3er grado, (3) Combinación de gados, (4) 3er, (5) 2do grado (6) 1er grado. 

6.5.- Tipo de afección: (1) Se desconoce, (2) Diferente o (3) Misma.
6.5.1.-Especificación de la Afección: (1) Labio Hendido Unilateral, (2) Labio 
Hendido Bilateral, (3) Labio y Paladar Hendido Unilateral, (4) Labio y Paladar 
Hendido Bilateral o (5) Paladar Hendido Aislado. 

7.- Edad Materna de Gesta Afectada:
8.- Edad Paterna de Gesta Afectada: 
9.- Relación de Número de Gestas/Número de Gesta Afectada: Números Romanos

10.- Fecha de la ultima menstruación de la gesta afectada fecha(dd/mm/aaaa)

11.-Municipio de Residencia al menos 6 meses antes del Embarazo de Gesta 
Afectada: Número del 1 al 84.

12.-Municipio de Residencia los 3 primeros meses de Embarazo de la Gesta 
Afectada: Número del 1 al 84.

13.-Control Prenatal: (1) No o (2) Si. 
14.-Ingesta de Ácido Fólico: (1) No recuerda, (2) No, (3) Si.
15.-Recibe Información Médica sobre Ingesta de Ácido Fólico: (1) No recuerda, (2) 
No o (3)si
16.-Momento de Inicio de Ingesta de Ácido Fólico: (1) Después del 3er trimestre 
de embarazo, (2) Durante el 3er trimestre de embarazo, (3) Durante el 3er mes 
de embarazo, (4) Durante el 2º mes de embarazo o (5) Durante el 1er mes de 
embarazo, o (6) Al menos 1 mes antes del embarazo.
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17.-Trimestre de Gestación al momento de Suspender el Ácido Fólico: (1) Antes 
de finalizar el 3er Trimestre del embarazo y (2) Después de finalizar el 1er 
trimestre del embarazo. 
18.-Reacción Adversa a la Ingesta de Ácido Fólico: (1) No lo recuerda, (2) No o (3) 
Si. 
19.-Conocimiento sobre la utilidad del Ácido Fólico: (1) Si o (2) No.
20.-Apreciación de la Utilidad del Ácido Fólico: (1) No sabe, (2) Si le sirvió o (3) No 
le sirvió.
21.-Exposición a Teratógenos: (1) No recuerda, (2) No o (3) Si.
22.-Inicio de la Exposición: (1) Al menos 3 meses antes, (2) Durante el 1er 
trimestre del embarazo o (3) Después del 1er trimestre del embarazo.
23.-Duración de la Exposición del Teratógeno: (1) Sólo 3 meses antes del 
embarazo, (2) Sólo durante el 1er trimestre del embarazo y (3) Ambos. 
23.1.-Tipo: (1) Biológico, (2) Químico, (3) Físico, (4) 1 y 2, (5) 2 y 3, (6) 1 y 3 o (7) 

1, 2 y 3. 
24.-Enfermedad Desarrollada Tres Meses Antes del Embarazo: (1) No recuerda, 
(2) No o (3) Si.
25.-Enfermedad Desarrollada Durante el 1er Trimestre del Embarazo: (1) No 
recuerda, (2) No o (3) Si.
26.-Tipo de Enfermedad Desarrollada Tres Meses Antes del Embarazo: (1) 
Infección gastrointestinal/respiratoria, (2) Infección de vías urinarias, (3) Infección 
de vías respiratorias o (4) Diabetes.
27.-Recibio Tratamiento: (1) No recuerda, (2) No o (3) Si.
28.-Momento de Inicio de Tratamiento: (1) Después del 1er trimestre del 
embarazo, (2) Antes del embarazo o (3) Durante el 1er trimestre del embarazo.
29.-Tipo de Enfermedad Desarrollada Durante el 1er Trimestre del Embarazo: (1) 
Infección gastrointestinal, (2) Infección de vías urinarias, (3) Infección de vías 
respiratorias o (4) Diabetes.
30.-Recibe Tratamiento: (1) No recuerda, (2) No o (3) Si.
31.-Momento de Inicio de Tratamiento: (0) Después del 1er trimestre del 
embarazo, o (1) Durante el 1er trimestre del embarazo.
32.-Consanguinidad: (1) No sabe, (2) No o (3) Si.
33.-Grado de familiaridad: (1) Se desconoce, (2) Más lejano de 3er grado, (3) 
Combinación de grados, (4) 3er grado, (5) 2º grado o (6) 1er grado.
34.-Escolaridad: (1) Analfabeta, (2) Primaria, (3) Secundaria, (4) 
Bachillerato/técnica, (5) Licenciatura o (6) Posgrado. 

Madre Padre

35.-Ocupación Materna relacionada con Teratógenos 3 meses antes del 
Embarazo: (0) Ninguna, (1) Expuesta a agentes biológicos, (2) Expuesta a agentes 
físicos, (3) Expuesta a agentes químicos, (4) 1 y 2, (5) 1 y 3, (6) 2 y 3 o (7) 1, 2 y 3.
36.-Ocupación Materna relacionada con Teratógenos durante los 3 primeros 
meses de Embarazo: (1) Ninguna, (2) Expuesta a agentes biológicos, (3) Expuesta 
a agentes físicos, (4) Expuesta a agentes químicos, (5) 1 y 2, (6) 1 y 3, (7) 2 y 3 o 
(8) 1, 2 y 3.

37.-Ocupación Paterna relacionada con Mutágenos al menos 3 meses antes del 
Embarazo: (1) Ninguna y (2) Agentes radioactivos
Observaciones:
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4.- FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto de Estudio: “Polimorfismos genéticos de la Metilene-Tetrahidrofolato 

Reductasa (MTHFR) asociados a Labio Hendido Con/sin Paladar hendido, en una 

población infantil del estado de Hidalgo”

Equipo de investigación: Dra. Laura Rosa Cornejo Roldán, Dra. María del Carmen 

Sánchez Hernández, Dra. Denis Marbella Trejo Vivanco, Biol. Ernesto Chávez Calzada, 

Dr. Roberto Ávila Pozos y Mtro. Luis Martín Bernal Lechuga.

Si usted es el padre/madre/tutor de un individuo menor o igual a 18 años y ha sido invitado 

a participar en éste estudio, la palabra “usted” en éste documento se referirá a usted y a su 

hijo. Se le pedirá que lea y firme éste documento para otorgar permiso a su hijo y a usted 

mismo para participar en esta investigación de forma voluntaria.

Si usted es un adulto que está leyendo éste documento porque ha sido invitado a participar 

en el estudio, la palabra “usted” en el documento se referirá a usted. Se le pedirá que lea y 

firme éste documento para otorgar el permiso de su participación en la investigación de

forma voluntaria.

¿Cuál ES EL PROPÓSITO DE ÉSTE ESTUDIO?

El propósito de este estudio es encontrar si hay diferencias genéticas entre personas 

afectadas con Labio Hendido con o sin Paladar Hendido (LH c/s PH) y personas no 

afectadas.

¿CUÁNTAS PERSONAS VAN A PARTICIPAR?

Cerca de 180 personas del Hospital del Niño DIF- Hidalgo tomarán parte en este estudio. 

La mitad de ellas pertenecerán al grupo de los afectados y la otra mitad al grupo de los no 

afectados.

¿CUÁNTO TIEMPO ESTARÉ EN ÉSTE ESTUDIO?

Si usted acepta tomar parte en este estudio, su participación tomará cerca de una hora en 

la visita inicial. El estudio continuara por varios años. Es posible que lo llamemos 

nuevamente en los próximos meses para discutir los hallazgos de la investigación.

Debe usted tomar en cuenta que los registros y el material obtenido de su sangre (ADN) 

serán guardados indefinidamente.

Es importante señalar que usted tendrá la oportunidad de dejar de participar en el estudio 

en cualquier momento y no será penalizado de ninguna manera, ni mucho menos se le 

serán negados los beneficios a los cuales usted tiene derecho como paciente del Hospital.

¿CUÁL ES EL PROCEDIMIENTO QUE SE LLEVARÁ ACABO DURANTE ÉSTE 

ESTUDIO?
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Muestra de ADN: el ADN (información genética) será obtenido por medio de una muestra 

de sangre.

Historia Médica: Le haremos preguntas sobre su historia médica y la de su familia.

Examen Físico: Investigadores clínicos especializados lo examinarán físicamente.

Fotografías: Es posible que se tomen fotografías de usted para mantenerlas dentro de los 

archivos de investigación

¿CUÁLES SON LOS RIESGOS DE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

Existen algunos riesgos para participar en éste estudio. El riesgo físico es el dolor y/o 

moretones en el sito de la toma de muestra. Aun teniendo en cuenta que para la toma de 

sangre se utilizará material nuevo y esterilizado existe la mínima posibilidad de infección 

en el área de la toma de muestra.

Los exámenes realizados en su muestra biológica (DNA) son experimentales y no tienen 

relevancia clínica. Por lo tanto, no deben ser usados por ninguna razón clínica, tal como 

prevención o diagnóstico. En general, no le entregaremos a usted resultados de estos 

estudios. Sin embargo, es posible que encontremos evidencia de que usted es portador de 

una forma de un gen que cause una enfermedad específica que está en estudio. Si 

encontramos evidencia de que usted es portador de una forma de un gen que sea de 

importancia médica; es posible que lo llamemos para contarle sobre los resultados. Esto 

siempre y cuando haya claridad de que estos resultados sean preliminares y que en lo 

posible serán confirmados en consulta con su médico privado o con un médico genetista 

clínico. Nosotros compartiremos los resultados con el médico que nos ayudó a obtener su 

muestra.

También pueden existir riesgos psicosociales. Si se determina que usted es portador de 

una forma de un gen que cause una enfermedad específica, existe un riesgo de 

incremento en la ansiedad o estrés debido a que estos resultados pueden no ser muy 

claros. Nosotros no pondremos en registro de sus resultados genéticos en su historia 

clínica y no daremos información acerca de usted a no ser que usted así lo autorice.

¿CUÁLES SON LOS BENEFICIOS DE ESTE ESTUDIO?

Usted se beneficiará directamente por participar en este estudio, sin embargo esperamos 

que en un futuro, otras personas si se beneficiarán de éste estudio ya que al encontrar 

diferencias genéticas entre personas con malformaciones de la cara y sin ellas nos 

ayudarán a entender las causas de estos desordenes. Es un paso hacia encontrar formas 

de predecir o prevenir estas condiciones en el futuro.

¿EL ESTAR EN EL ESTUDIO TENDRA UN COSTO ECONÓMICO PARA MI?

Su participación en éste estudio no tendrá ningún costo económico para usted.
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¿SE ME PAGARA ALGUN DINERO POR ESTAR EN ESTE ESTUDIO?

Usted no recibirá ningún pago económico por estar en éste estudio.

¿QUIÉN ESTÁ FINANCIANDO ESTE ESTUDIO?

La Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo (UAEH) y el Hospital del Niño DIF-

Hidalgo están financiando éste estudio de investigación. Nadie en éste estudio recibirá un 

pago directo o un incremento en el salario por este estudio.

¿CÓMO SE PROTEJE MI CONFIDENCIALIDAD?

Mantenemos su partipación en este estudio en forma confidencial hasta el punto permitido 

por la ley. Sin embargo, es posible que otras personas se enteren de su participación en 

este estudio.

Por ejemplo, los comités de ética de la UAEH y del Hospital del Niño DIF- Hidalgo (un 

comité que revisa y aprueba estudios de investigación) pueden inspeccionar y copiar 

registros pertenecientes a esta investigación. Alguno de estos registros pueden contener 

información que personalmente lo identifique a usted. Si escribimos un reporte o artículo 

sobre éste estudio, describiremos los resultados del estudio de una forma resumida de tal 

manera que usted no pueda ser identificado, con el fin de mantener la confidencialidad, no 

colocaremos una copia de este consentimiento en ninguno de sus registros médicos.

Las medidas de seguridad incluyen el uso de archivos codificados que no permitirán el 

reconocimiento de su identidad, archivos cerrados y computadoras de acceso restringido 

con clave. El acceso a computadoras que contengan información calificada será 

estrictamente regulado. Solamente investigadores involucrados y personal administrativo 

esencial poseerán las claves que permitan acceder a dichos sistemas.

La muestra y datos obtenidos para los propósitos de este proyecto pueden ser usados por 

el investigador en otros proyectos de investigación genética o compartida con otros 

colaboradores que realizan investigación relacionada con las condiciones descritas en este 

estudio. En el momento en que muestras y datos sean compartidas con otros 

colaboradores. Su muestra y datos serán codificados con números y/o letras.

¿MI PARTICIPACIÓN EN ESTE ESTUDIO ES VOLUNTARIA?

Tomar parte de este estudio es completamente voluntario, Usted puede escoger no 

participar en el estudio. Si usted decide estar en éste estudio, usted puede dejar de 

participar en cualquier momento. Si usted decide no participar en éste estudio, o si usted 

decide dejar de participar, no será penalizado de ninguna manera ni mucho menos le 

serán negados los beneficios a los cuales usted tiene derecho como paciente del Hospital.

¿A QUIÉN PUEDO DIRIGIR MIS INQUIETUDES?
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Sus preguntas serán bienvenidas. Si usted tiene cualquier pregunta sobre el estudio como 

tal puede contactar a la Dra. Laura Rosa Cornejo Roldán.

Si usted acepta donar su muestra de sangre en el momento y más adelante decide que 

sus muestras sean retiradas del estudio, puede contactar a la Dra. Laura Rosa Cornejo 

Roldán. Sin embargo si se ha realizado alguna investigación en su ADN, la información 

obtenida hasta ese momento será usada de todas maneras.

Su firma indica que éste estudio de investigación le ha sido explicado, que sus preguntas 

han sido contestadas y que usted acepta tomar parte en el mismo. Además de que usted 

recibirá una copia de este formato.

Nombre del sujeto (imprenta):_______________________________

__________________________                             ____________________________

(Firma del sujeto)                                                                                (Fecha)

Padre/madre/Tutor o Representante Legal; Nombre y Relación con el sujeto:

___________________________________                      _________________________

(Nombre-Imprenta)                                                              Relación con el Sujeto 

(Imprenta)

________________________________                                 ________________________

(Firma del progenitor/acudiente)                                                      (Fecha)

Para personal clínico local: Yo doy fe de mi aceptación de los Principios de la Declaración 

de Helsinski y la Regla Común o sus equivalentes reconocidos internacionalmente.

_______________________________________                            ______________________

(Firma del Clínico Local)                                                                 (Fecha)

5.-PREPARACIÓN DE GELES PARA ELECTROFORESIS:

1. La preparación de geles de electroforesis 1% agarosa, se realiza calentando una 

mezcla que contenga 1 g de agarosa y 100 mL de buffer TBE 1X, hasta que se 

disuelva la agarosa, se deja enfriar hasta aprox. 55ºC ó hasta que se pueda tomar 

el matraz con la mano sin quemarse.

2. Se vierte el gel evitando la formación de burbujas de aire ya que estas pueden 

afectar la separación de las bandas del DNA. Posteriormente se inserta la peinilla y 

se deja el gel en un lugar seguro sin moverla hasta que polimerice completamente.

3. Se coloca en un tanque de electroforesis. Posteriormente se añade suficiente 

buffer de electroforesis TBE 1X hasta que cubra el gel.
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4. Se preparan las muestras de DNA, se remueve la peinilla y se colocan las 

muestras en los posos usando una micropipeta.

5. Se coloca el gel en la cámara de modo que la muestras migren del cátodo (atrae 

cargas -) al ánodo (atrae cargas +).

6. Posteriormente se conecta la cámara a una fuente de poder y se enciende a una 

razón de 10V por cada cm de gel.

7. Se deja migrar las muestras hasta que la línea del tinte se encuentre donde se 

desee y apagar el equipo. Teñir el gel en Bromuro de Etidio. Enjuagar por 30 min 

en agua o más si fuera necesario.

8. Se lleva el gel a una cámara con una fuente de luz UV y se registra con ayuda de 

una fotografía.

Anexo B:

1.- Formula para calcular el tamaño de la muestra.

Donde α es el nivel de significancia del estadístico de la prueba, s es la desviación de la 

muestra y σ la desviación de la población; n´ es el tamaño provisional de la muestra.

Para calcular el tamaño de la muestra, considerando el tamaño de la población N, se uso 

el tamaño provisional

2.-Marcadores genéticos

Para el genotipo 677C>T se detectaron tres fragmentos informativos; un fragmento de 228 

otro de 172 y uno de 56 pb después de la digestión enzimática, las muestras que 

presentaron una banda con peso de 228 pb se les definió como genotipo silvestre (CC), 

aquellos que presentaran fragmentos de 172 y de 56 pb se le definió como genotipo 

mutado (TT) mientras que las muestras que presentaran los tres fragmentos se le 

definieron como genotipo heterocigoto (CT, Figura 1).
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Figura 1.- Producto de la digestión enzimática del fragmento de 228 pb en el estudio de la 

mutación 677C>T.

Para el genotipo 1298A>C se detectaron tres fragmentos informativos; un fragmento de 

241 otro de 204 y uno de 37 pb después de la digestión enzimática, las muestras que 

presentaron una banda con peso de 241 pb se le definieron como genotipo mutado (CC), 

los que presentaran fragmentos de 204 y de 37 pb se le definió como genotipo silvestre 

(AA) mientras que las muestras que presentaran los tres segmentos se le definió como 

genotipo heterocigoto (AC; Figura 2).

Figura 2.- Producto de la digestión enzimática del fragmento de 241 pb en el estudio de la 

mutación 1298A>C.

228 pb

172 pb

56 pb
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Figura 3.- Proporción de sexos en el grupo denominado casos

Figura 4.- Distribución de enfermedades desarrolladas durante el primer trimestre en 

ambos grupos (casos y controles) 
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Figura 5.- Relación por distancias entre los Haplotipos identificados para el estudio; la 

relación se obtuvo con el programa TCS para todos los grupos.

Cuadro I.- Prueba de X2 para los valores de las frecuencias alélicas respecto de casos y 

controles.

Variante X2 Valor de p
677C>T 2.3455 0.12565

1298A>C 0.22586 0.63461




