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RESUMEN.

PREGUNTA DE INVESTIGACION: ¢(Seran factores de riesgo para la desnutricion crénica, los polimorfismos C677T y A1298C
del gen de la Metilen Tetrahidro Folato Reductasa, en nifios menores de 3 afios del Municipio de Luribay?

OBIJETIVOS: El presente trabajo tuvo como objetivo determinar si son factores de riesgo para la desnutricién crénica, los
polimorfismos C677T y A1298C del gen de la Metilen Tetra Hidrofolato Reductasa (MTHFR), en nifios menores de 3 afios
del Municipio de Luribay. Evaluando la relacidn entre la presencia de los polimorfismos C677T y A1298C, del gen de la
MTHFR vy el estado nutricional de los nifios menores de 3 afios, que fueron evaluados a través del Programa de
Crecimiento Comunitario, (Save the Children), utilizando estos datos para determinar si los polimorfismos de la enzima
MTHFR son modificadores del estado nutricional.

DISENO: Casos-Controles.

POBLACION: Se tomaron dentro la poblacién estudiada al total de los nifios menores de 3 afios (n=170) residente del
municipio de Luribay, a los cuales se los clasifico en dos grupos los nifios sin desnutricion crénica (Controles n=128), y los
nifios con desnutricién crénica (Casos n=42).

METODOS: Se realizo la extraccion del DNA de las muestras de mucosa oral, para luego mediante el método de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), y de restriccién enzimatica, se identificaron los polimorfismos C677T y A1298C del gen
de la Metilen Tetra Hidrofolato Reductasa (MTHFR), se analizaron los datos obtenidos mediante estadistica descriptiva,
test de significancia, chiz, odds ratio (OR), regresidn logistica, y analisis multivariado mediante graficos de dispersion.

RESULTADOS:
En cuanto a la clasificacion genotipica, y la frecuencia alélica, se encontré una diferencia del 10% en la presencia de los

polimorfismos C677T y T677T, en los casos con relacion a controles. Al realizar la evaluacidon de la relacidn entre los
polimorfismos con las variables edad y grupo etario, mediante regresién logistica, se evidencio que la presencia del
polimorfismo C677T aumenta 1,65 (OR. 1,6493) veces mas las posibilidades de pertenecer al grupo de desnutridos,
ajustado por el polimorfismo A1298C, edad y genero, se debe considerar que no existe significancancia estadistica
(P=0.209).

Los grupos etarios mas relacionados con desnutricion cronica se encuentran entre los 13 y los 30 meses de edad, hay
que resaltar que se evidencia que la frecuencia de los polimorfismos CT y TT, es mas alta en las edades de 13 a 30
meses, (48,10% y 34,62% respectivamente) del total de los polimorfismos CT y TT. Lo que refuerza la relacién del riesgo,
de portar los polimorfismo C677T y T677T, y pertenecer al grupo de desnutridos. Por otro lado al hacer la relacion,
tomando al genero femenino versus masculino, como variable dependiente, se tiene que hay 2.18 veces mas
posibilidades de que el polimorfismo 677 mutado se encuentre en mujeres, ajustando por mutacién el polimorfismo
1298, el estado nutricional y la edad, siendo este dato estadisticamente significativo (P=0,019). Los resultados del
analisis multivariado, mostro que el vector que representa a género tiene una correlacién positiva, con el vector de
estado nutricional, siendo que la variable femenina, se encuentra mas relacionada con la desnutricion, representadas
ambas variables, por los vectores positivos.

CONCLUSIONES: Se identificaron datos que relacionan las siguientes condiciones, el poseer el Polimorfismo 677 mutado,
al mismo tiempo pertenecer a los grupos etarios de 13 a 30 meses y ser del sexo femenino, que tendrian una relacidn
importante en los procesos de desnutricidn crénica. Este dato es primordial debido a que estamos ante una entidad
compleja donde el analisis debe ser multifactorial, se evidencio que la presencia del polimorfismo C677T aumenta 1,65
(OR. 1,6493) veces mas las probabilidades de pertenecer al grupo de desnutridos, ajustado por el polimorfismo A1298C,
edad y genero.

La relacion entre los polimorfismos C677T y A1298C, por si solos, relacionados con la desnutricion crénica, no son
estadisticamente significativa, ni tampoco con el efecto combinado de ambos polimorfismos y la desnutricion crénica o
evidencia de prediccion para el futuro.

Por otro lado se evidencio una alta frecuencia en la poblacién del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR, y para el
polimorfismo T677T, que combinados dan un 64% de la poblacion total de estudio.

Lo cual nos lleva a la conclusién, de que a pesar de no existir una relacion significativa entre los nifios con desnutricion
crénica y la presencia de los polimorfismos de la MTHFR, los resultados encontrados, expresan un porcentaje
importante en la presentacion de los polimorfismos C677T y T677T, que son responsables de la deficiente y/o nula
absorcion del acido félico, en el metabolismo de los nifios con desnutricidn crénica del municipio de Luribay.

PALABRAS CLAVE: Metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHFR); Polimorfismos, Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR),
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1. INTRODUCCION.

Los genes y/o sus polimorfismos son utilizados como marcadores moleculares en estudios
epidemioldgicos como predictores de cancer por exposicion ambiental, y estan en
estrecha relacion con el estado nutricional de los individuos expuestos.(J, Kaput.2004) [1].
Es asi que se establecid la importancia de los micronutrientes y las vitaminas, como
modificadores del dafio geondmico inducido, determinando los RADs (del ingles
Recommended Dietary Allowances), para lograr una estabilidad gendmica (Fenech.
2005).[2]

Save The Children viene implementando el programa de Seguridad Alimentaria, programa
del cual depende el sub programa de Promocién de Crecimiento Comunitario, gracias al
cual han identificado, nifios < de 3 afios con problemas de desnutricién crénica que no
respondieron a las acciones de salud standard, coincidentemente habitantes de Luribay.
Debido a que las autoridades municipales y poblacion estan conscientes de que la salud
infantil es vital para la salud comunitaria, han pedido acciones sobre este problema.

La trascendencia del estudio que se presenta a continuacion, es grande, debido a que los
nifios con marcadas diferencias funcionales, y caracteristicas adicionales de desnutricidn
crénica importante (problema priorizado por el Plan Nacional de Desarrollo), falta de
habitos higiénicos, medidas de proteccidn personal, se convierten en poblacién vulnerable
para el proceso salud enfermedad. Ademas, considerando que la prevencion se basa en
una nutricion adecuada, acorde con las caracteristicas gendémicas individuales,
pretendemos dar la herramienta para proponer acciones certeras de salud que respondan
responsable y eficientemente a contribuir al bienestar de la sociedad , considerando
particularidades como: condiciones de salud por efectos de la pobreza e insalubridad, a
través de la evaluacion de la variabilidad interindividual que estd dada por los
polimorfismos de la Metilen Tetrahidro Folato Reductasa y de las enzimas que inciden
sobre el estado nutricional (Fenech. 2005) [2].

Por lo tanto el trabajo presente, rescata las bases conceptuales de la nutrigendémica, para
lograr determinar mediante métodos de genética molecular, la existencia o no de la
interrelacién de los multiples factores, en base a bases conceptuales de esta nueva
ciencia.
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2. ANTECEDENTES O MARCO TEORICO
[3]La desnutricién desde una perspectiva mundial, es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en la infancia [4]. Asi mismo, |la desnutricién es, con mucho, la
causa mdas comun de retraso de crecimiento, pues dos tercios, de la poblacién mundial,
sufren de desnutricién. La falta de nutrientes también puede ser provocada por
enfermedades crénicas.[5] Segun la UNICEF, la desnutricion es la principal causa de
muerte de lactantes y nifios pequefios en paises en desarrollo.

Figura 1. Prevalencia de desnutricion crdnica en la Latino América. [6]
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Esta problematica en Latinoamérica tiene una prevalencia de baja talla que varia desde 8%
en Argentina, hasta 32m6 en Bolivia y 54.5% en Guatemala segun el nuevo patron de
crecimiento de la OMS.[6]

Los primeros 2 afios de vida representan una ventana de oportunidades para mejorar la
nutricion del nifio, lo que se pierde en talla durante esta etapa, no se recupera
posteriormente. Al comparar los datos de la region con los de nifios bien nutridos del
estudio multicéntrico de la OMS (Ghana, Noruega, Oman, India, Brasil y Estados Unidos),
la falta de crecimiento, adecuado es brutal mientras que la falta de ganancia en peso
adecuado no es tan grande. Por ende, el nifio tipico de la region tiene un peso para la talla
mas de lo esperado en una poblacién saludable, lo que implica riesgo para las
enfermedades crdénicas no transmisibles en el futuro. [6]
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Todos los paises tienen como reto el cumplimiento de los (Objetivos de milenio) ODMs
para el 2015, si pensamos en cumplir sélo con el indicador de bajo peso para la edad,
todos los paises en el estudio lograran esa meta (excepto Haiti), pero si tomamos la talla
para la edad, nos encontramos con paises como Colombia y México que estan en camino
para lograr esta meta y paises como Bolivia, Guatemala y Peru que estan lejos de
alcanzarla [6].

Otro problema muy importante asociado a la baja talla para la edad (desnutricién crénica)
es la anemia, que se relaciona directamente con el desarrollo cognitivo del nifio. En los
paises de América Latina y El Caribe alcanza prevalencias cercanas al 80% en los 2
primeros afios de vida [6].

En Bolivia, los datos recolectados por el Ministerio de Salud y Deportes a fines del afo
2007, proyectaron resultados donde se muestra la prevalencia de la desnutricién en nifios
menores de 5 afios, que para el afio 1994 se tenia 28,4% de nifios con desnutricién
cronica, y un 4,4% de niflos con desnutricion aguda, para el afo 2006 se observa un
aumento importante en la prevalencia de desnutricion crdnica, que llega a un 32,2% de
nifios con desnutricion crénica.

Figura 2. Desnutricion Infantil en Bolivia. [7]
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Se puede observar que la desnutricion aguda fue disminuyendo su porcentaje de 4,4% a
un 1,3% hasta el afio 2006, (datos extraidos de la ultima encuesta nacional de salud
(ENDSA), esto debido a la intervencion realizada por las diferentes organizaciones de
salud, dedicadas a coadyuvar con soluciones para el problema de salud pubica mas
importante para la nifiez, relativo a desnutricién aguda. [8]

El incremento de la desnutricién crdénica, supone una preocupacion importante, por lo
tanto al ser esta una prioridad nacional, se debe buscar estrategias diagnodsticas y de
tratamiento, para lo cual se debe actuar con equipos de investigacién multidisciplinarios,
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esta situacién ha impulsado a la realizacién del presente trabajo, buscando una forma
alternativa desde un punto de vista que aun no fue explorado hasta la actualidad, que es
la Genética Molecular, con el fin de ayudar desde una perspectiva diferente a encontrar la
mejor forma de intervenir este enorme problema que es la desnutricidn crdnica, llegando
principalmente con estrategias dirigidas a los ninos menores de 3 afios, que se consideran
aun el grupo vulnerable mds importante de la sociedad.

2.1. ASPECTOS GEOGRAFICOS DE BOLIVIA.

Bolivia se encuentra en el hemisferio sur del planeta y al oeste del Meridiano de
Figura 3. Ubicacion Geografica Greenwich por lo tanto tiene latitud sur y longitud
de Bolivia occidental.

Bolivia (Quechua: Bulibya; Aymara: Wuliwya; Guarani:

Volivia), oficialmente Estado Plurinacional de Bolivia, es

un pais situado en el centro-oeste de América del Sur.

El territorio boliviano limita al norte y al este con

' Brasil, al sud con Paraguay y Argentina, y al oeste con

Chile y Peru. Su territorio comprende parte importante

de la Cordillera de los Andes, el Altiplano, la Selva

Amazdnica y el Gran Chaco, lo que le permite estar

categorizado como pais mega diverso. Es, junto con

Paraguay, uno de los dos paises de Sudamérica sin litoral
maritimo.

Tiene una extension de 1.098.581 km?, siendo el octavo mas extenso de

América y el vigésimo séptimo a nivel mundial. Estd formada por 9

departamentos. La poblacién boliviana es multicultural. Sus cerca de 10,5

millones de habitantes se distribuyen étnicamente en mestizos, indigena-

originarios, blancos descendientes de criollos, afro bolivianos y una menor
proporcién de descendientes de migrantes europeos y asiaticos.

Bolivia por sus caracteristicas climaticas, altitudinales y fisiograficas presenta

una amplia diversidad bioldgica resultante de una gran riqueza de eco-regiones

y subunidades ecoldgicas que van desde la zona alto andina hasta la llanura

amazdnica pasando por los valles secos, Los Yungas y las serranias chiquitanas,

entre otros. [9]

Esta amplia variedad de eco regiones contiene una alta diversidad bioldgica,

considerada entre las mayores a nivel mundial.[9]

Este trabajo fue desarrollado en el departamento de La Paz, actualmente esta

subdividido en 20 provincias, 80 municipios y mas de 400 cantones. Se

encuentra situado en el occidente del territorio Boliviano, entre 122 y 182 de

Latitud Sur y 672 y 69933’ de Longitud Oeste; con una superficie de 133.985
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Km2 (12% del territorio nacional) ocupa el tercer lugar en extensién, después de
los departamentos de Santa Cruz y Beni [3]

Limita al Norte con el departamento de Pando, al Sur con el departamento de
Oruro, al Este con los departamentos de Cochabamba y Beni y al oeste con las
Republicas de Peru y Chile.

Figura 4. Ubicacion Geografica

2.1.1. DEPARTAMENTO DE LA PAZ. de La Paz en Bolivia.
El territorio del departamento de La Paz es
una sintesis del relieve de Bolivia ya que
presenta casi todas las regiones fisiograficas
[3].

En la cordillera Oriental existen quebradas
de accidentada topografia destacdndose los
valles de Pelechuco, Ulla Ulla, Mocomoco,
Charazani, Ayata, Aucapata, Apolo, Chuma,
Italaque, Amband, Tacacoma, Sorata, Zongo,
Palca, Rio Abajo, Sapahaqui, Araca, Luribay,
Quime, Cajahuata.

2.1.2. MUNICIPIO DE LURIBAY

El Municipio de Luribay, lugar del estudio, se encuentra situado en el
Figura 5. Sembradios en el departamento de la Paz, por sus
Municipio de Luribay caracteristicas climaticas se puede dividir en
dos zonas, los valles y el altiplano, (mas
detalle Capitulo VI, Zona de estudio)
caracterizados ambos por la diferencia en la
producciédn de sus alimentos. Con la
particularidad de que entre las poblaciones
se intercambian las producciones agricolas.

En el valle, la produccion agricola que

prevalece, es la de frutas y vegetales y el
altiplano

Figura 6. Produccion en
el Municipio de Luribay

predominan los tubérculos y cereales andinos.

Ambas zonas comparten un antecedente
importante en relacion al cultivo de sus
productos, como es el uso de plaguicidas, en
todos sus cultivos, motivo por el cual desde la
década de los 80’s se vienen desarrollando una
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serie de acciones destinadas a implementar un programa dirigido a
preservar la salud de los trabajadores agricolas frente a los riesgos causados
por el uso de plaguicidas, esfuerzos que no vieron sus frutos hasta después
de trascurridos 10 afios, cuando la Agencia Danesa de Cooperacién
Internacional (DANIDA) aprobé la propuesta presentada por el INSO vy la
ONG Danesa DIALOGOS. De esta manera en octubre de 2001 el proyecto de
PLAGBOL inicia actividades con el objetivo principal de contribuir a mejorar
la calidad de vida de los agricultores del area [10].

2.1.2.1. Riesgos que Enfrenta la Comunidad de Luribay.
Luribay es una localidad, que por su dificil acceso se encuentra dentro de
las localidades con mayor riesgo de sufrir problemas de salud, siendo el
grupo de riesgo mas vulnerable, los nifios menores de tres afios, por su
elevado porcentaje de casos de desnutricién, comprobados con datos
obtenidos de Save the Children.
Dada esta problematica, Save The Children ) )

Figura 7. Comunidad en el
viene implementando el programa de Municipio de Luribay.
Seguridad Alimentaria, programa del cual
depende el sub programa de Promocion de
Crecimiento Comunitario, gracias al cual
han identificado nifios menores de 3 afios
con problemas de desnutricidn crénica que
no respondieron a las acciones de salud
estandar.

Durante los afios 2002 al 2008, Save The
Children desarrollo un Programa de

Seguridad Alimentaria, en 7 Municipios del

Departamento de La Paz, en 200

comunidades rurales catalogadas como de

extrema inseguridad alimentaria.

La intervencion fue integral con los componentes de Salud y Nutricidn

Materno Infantil, Generacidn de Ingresos y Manejo de Recursos Naturales,

con el objetivo en comun de disminuir la desnutricién crénica de nifos y

nifias menores de 3 afios.

La intervencion en Salud y Nutricion Materno Infantil, consistio en:
Distribucidon mensual de una racién de alimentos para 5 personas, a
todas las familias con menores de 3 afios y madres embarazas.
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2.2,

Seguimiento mensual al incremento de peso y talla de cada nifio y
nifa.
Capacitacién individualizada a cada madre y embarazada sobre
nutricién en base a alimentos disponibles y accesibles en la zona.
Seguimiento al esquema de vacunaciéon vy distribucidn de
micronutrientes a embarazadas, nifios y nifias.
Deteccion y manejo rural de enfermedades prevalentes de la
infancia.
Deteccion y referencia de embarazadas
Construccidn de sistemas de agua y saneamiento.
Durante estos 7 afios la Desnutricion Crénica disminuyo de 38% a 29%, en
todos los Municipios, excepto en el Municipio de Luribay. [11]
Teniendo en cuenta que las autoridades municipales y poblacion estan
consientes que la salud infantil es vital para la salud comunitaria, han
pedido acciones sobre este problema.

DESNUTRICION.

Para comprender el problema que acarrea la desnutricion como entidad
patoldgica se deben conocer a fondo sus implicaciones en la salud infantil para lo
cual es necesario realizar un repaso tedrico de la misma.

2.2.1. Definicién.

La desnutricion puede ser consecuencia de una inadecuada ingesta de
alimentos, tanto cualitativa como cuantitativa, o de una absorcion
deficiente. El escaso aporte de alimentos, los habitos dietéticos incorrectos,
gustos caprichosos y factores emocionales pueden limitar la ingesta.
Algunas anomalias metabdlicas pueden a su vez causar desnutricion. Los
requerimientos de nutrientes esenciales pueden verse incrementados
durante el stress y la enfermedad, asi como durante la administracion de
antibidticos y otros medicamentos, anabolizantes o catabolizantes [4].

Una caracteristica clave de este marco es el reconocimiento de que la
desnutricién es una manifestacion bioldgica de los efectos combinados de
la ingesta alimentaria inadecuada y las enfermedades, las cuales estan
estrechamente relacionadas con el desarrollo social y econdmico. Asi, la
desnutricidon no puede ser vista, a diferencia de otros problemas de
desarrollo, sino mas bien, como un reflejo de estos problemas [12]. Otra
caracteristica en este marco es que los supuestos subyacentes a los
distintos enfoques a la desnutricion debe ser explicitos para que puedan ser
cuestionados y debatidos en lugar de asumir implicitamente que la
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desnutricidon se debe Unicamente a una causa especifica (falta de alimentos,
asistencia sanitaria insuficiente, la educacién limitada de la mama3, pobres
practicas de alimentacidn, la insuficiente produccién agricola, entre otras).
Otra caracteristica clave del marco de la UNICEF es que la importancia
relativa de las causas subyacentes de la desnutricion (falta de alimentos y
asistencia sanitaria) debe ser reconocida ampliamente entre los hogares,
comunidades y paises. Esto implica que las causas y las soluciones
universales no existen y que las restricciones en el suministro de una
alimentacion adecuada y atencion de la salud deben ser evaluadas y
tratadas en cada escenario. En lugar de imponer soluciones nacionales o
globales, es necesario un enfoque altamente descentralizado para la
evaluacidn, analisis y accion [12].

Para una mejor comprensién de la problematica desde el punto de vista de
Salud Publica se deben tomar en cuenta o enfatizar los diferentes riesgos
gue se presentan por la desnutricién.

2.2.2. Factores de Riesgo de la Desnutricién Cronica.

Se puede establecer los factores de riesgo de desnutricidn en tres niveles:
Riesgo en la comunidad en General.

Los riesgos que pueden surgir en la comunidad en general (cualquier
comunidad), son, catastrofes naturales, catdstrofes humanas (guerras,
cercos, violencia social), explotacidén politica-econdmica, explotacion de los
recursos naturales, poca disponibilidad de alimentos, distribucidon vy
almacenamiento inadecuado, alto costo de materiales, alteracion climatica
que se refleja en la produccién, distribucion y almacenamiento de alimentos
(sequias, inundaciones y lluvias), dificultad de transporte y comunicacién,
servicios de salud deficientes, en cantidad y calidad, determinando baja
cobertura, y deficiente atencién medica, sumados todos como
condicionantes de Desnutricién Cronica.

Riesgos Familiares.

Los riesgos familiares tiene diferentes factores condicionantes, entre ellos,
el bajo nivel educacional, desempleo de la persona responsable de la
familia, condiciones sanitarias malas, baja renta familiar, familia numerosa,
separacion o ruptura de la unidad familiar, por muerte, separaciéon o no,
religiosa o social, trabajo materno, determinando el abandono del
amamantamiento y cuidado precario con la poblacion lactante o preescolar.
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Factores de riesgo individuales.

Ausencia de cuidados prenatales, periodo intergenésico menor de dos afios
(agotamiento materno, multiparidad), edad inferior a 18 afios o superior a
35 afos, bajo peso al nacer (< 2,500g), gemelaridad, destete precoz e
introduccion de alimentos inadecuados, bajos niveles de inmunizacién e
infecciones agudas y crénicas o de repeticion (diarreas agudas),
hospitalizacidn en el primer afio de vida.

Ademas de la implicancia de los riesgos debemos considerar las causas
demostradas que condicionan a estados de desnutricidn, las cuales pueden

ser:
Cuadro 1. CAUSAS DE DESNUTRICION.[12]
CAUSAS CARACTERISTICAS
Disminucidn de la ingesta dietética. Déficit Vitaminas. (B12).
Mal absorcion. Enfermedades del tubo digestivo.

L Lactantes prematuros, infecciones, traumatismo
Aumento de los requerimientos . o,
importante o cirugia

Psicologica Depresidn y/o anorexia nerviosa

2.2.3. FISIOPATOLOGIA DE LA DESNUTRICION.

Para comprender estas causas se debe hacer énfasis en el proceso
fisiopatoldgico que conlleva a los estados de desnutricién.

La disminucion de la actividad fisica condicionada por la baja ingestion
energética proteica es la primera adaptacién que sucede en la desnutricién.
Si la baja ingestion y el balance negativo se mantienen, el organismo se
adaptara a la desaceleracion del crecimiento (falta de aprovechamiento del
peso y de la estatura) [13].

Unicamente, por la persistencia de las condiciones adversas en sus mas
variados grados, la adaptacién se transformard en una mala adaptacion,
colocando en evidencia las manifestaciones clinicas recurrentes.

La disminucion de la actividad fisica, del peso y de la estatura, es nada mas
que los resultados de esos mecanismos de adaptacién que se producen
durante el proceso de desnutricién.

2.2.3.1. Mecanismos fisiopatolégicos comprometidos en el
proceso de desnutricion.

Las adaptaciones al proceso de desnutricién, son varios donde se

interponen multiples funciones y érganos especificos, de los cuales

podemos citar:
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Depresion de la inmunidad celular. El nivel de inmunoglobulina
puede estar incrementado (a costa de infecciones). Los factores
humorales, tipo opsoninas, responsables de la fagocitosis, estan
disminuidos, el nivel de IgA secretora también estd disminuido,
alterando el mecanismo de defensa de las barreras epiteliales.

Disminucion del flujo cardiaco, disminucion del flujo plasmatico
renal y de la filtracién glomerular, disminucién de la capacidad de
concentracion urinaria (siendo comunes la poliuria y nicturia).

Mala absorcion, generalizada por atrofia de la mucosa intestinal y
disminucion de las enzimas intestinales como las disacaridasas,
proteasas pancreaticas, lipasas, amilasas y sales biliares (mala
absorcion - diarrea crénica), anemia por deplecién proteica de

hierro (ademas de B12, cobre, vitamina Cy riboflavina).
Figura 8. Fisiopatologia de la Desnutricion Crénica. [12]
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2.2.4. CLASIFICACION DE LA DESNUTRICION.
Una vez comprendido el proceso fisiopatolégico se debe conocer los
diferentes métodos para clasificar la desnutricion.
La clasificacion se realiza basados en diferentes pardmetros de los cuales se
pueden citar: [14]
Etiologia.
Intensidad. Utilizada para determinar la prevalencia de la desnutricidn
en estudios demograficos.
Tiempo de evolucion. Define el curso de la desnutricion como agudo
(corta duracién) o croénica (larga duracion).
Presentacidn clinica. Para la diferenciacion de los tipos marasmaticos,
kwashiorkor o mixto.[14]

2.2.4.1. Clasificacién por tiempo de Evolucién.

En el presente trabajo se hace énfasis en la clasificacion por tiempo
de evolucion, y la relacién antropométrica (peso/talla), que divide la
desnutricién en aguda y crdnica. Donde la desnutricidon aguda afecta
al peso, y la desnutricidon crénica afecta a la talla principalmente,
pudiendo también estar afectado el peso.

La evaluacion antropométrica es fundamental para clasificar y
acompafiar al nifio desnutrido. [6]

Las medidas antropométricas mas cominmente usadas son: peso,
altura, perimetro cefdlico, perimetro braquial y pliegue subcutaneo.
Estas medidas deben ser realizadas con precisién a lo largo del
seguimiento ambulatorio del nifio, registradas en graficos y
comparadas con una curva padron.

El peso es una medida que evalia mejor la desnutricion aguda,
mientras la altura es un criterio mas adecuado para medir la
desnutricidn crénica, por no ser influenciada por factores no
nutricionales, tales como edema y diarrea.

Péginaz 3
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2.2.4.2. urvas de crecimiento propuestas por la OMS.

Para realizar un buen seguimiento del peso y talla en los nifios
menores de 3 afios la OMS, ha propuesto las gréficas donde se

observan las curvas de seguimiento. [15]
Figura 9. Curvas de peso y talla de la OMS.
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2.2.5. PROGRAMA DE DESNUTRICION CERO EN BOLIVIA.
El Programa Desnutricion Cero del Sector Salud (www.sns.gov.bo/), define las

siguientes lineas de accién, orientadas a contribuir a la erradicacién de la
desnutricién, desde el Sector Salud: [7]
Promocion de las mejores practicas de alimentacion y cuidado de los
nifos y nifias, con participacion social, a través de la estrategia AIEPI-
Nut Comunitario, apoyadas por la comunicacién interpersonal, asi como
la aplicacion de la estrategia de informacion, comunicacion y educacion
a través de medios masivos.
Fortalecimiento de la capacidad institucional para la atencién
nutricional y de las enfermedades prevalentes de los niflos/as menores
de 5 afos e identificacidon y tratamiento de nifios desnutridos, para lo
cual, las intervenciones principales son el AIEPI-Nut Clinico, la Iniciativa
Hospitales Amigos de la Madre y el Nifio (IHAMN) y el manejo
estandarizado del desnutrido severo en hospitales de referencia.
Por otra parte, el Programa Sectorial, incluye la suplementaciéon con
micronutrientes, la promocion del consumo de alimentos fortificados,
del alimento complementario “NutriBebé” para nifios de 6 a 24 meses y
de otro complemento nutricional para mujeres embarazadas
desnutridas.
Como puede apreciarse, AIEPI-Nut (Clinico y Comunitario), se constituye en
la estrategia central, desde el Sector Salud, para contribuir a la erradicacion
de la desnutricién de la nifiez.** (12)
Es necesario mencionar que el enfoque multisectorial del Programa
Desnutricion Cero, es coordinado por el Consejo Nacional de Alimentacion y
Nutricion (CONAN), el cual estd compuesto por 9 ministerios (Presidencia,
Planificaciéon del Desarrollo, Hacienda, Produccién y Microempresa,
Desarrollo Rural, Agropecuario y Medio Ambiente, Educacion y Culturas,
Salud y Deportes, Justicia, Agua), representantes de la sociedad civil y es
presidido por el Presidente de la Republica. El Ministerio de Salud vy
Deportes tiene el rol de Secretaria Técnica.[16]

2.3. RUTAS METABOLICAS Y VITAMINAS IMPLICADAS.

Una vez repasados los conceptos referidos a desnutricidn es pertinente consolidar las
bases del conocimiento cientifico referido a las diferentes rutas metabdlicas y vitaminas
implicadas en el presente trabajo.

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética GENBLASTER
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2.3.1. ACIDO FOLICO (Vitamina B9).

HISTORIA.

Una observacion clave realizada por la investigadora Lucy Wills en 1931
guid la identificacion del folato como un nutriente requerido para prevenir
la anemia durante el embarazo. La Dra. Wills demostré que la anemia podia
ser revertida con levadura de cerveza. El folato fue identificado como una
sustancia contenida en la levadura de cerveza durante 1930 y fue extraida
de la espinaca después en 1941. Fue sintetizada por primera vez en 1946
por Yellapragada Subbarao. [17]

El 4cido fdlico, folacina o acido pteroil-L-glutamico (la forma anidnica se
llama folato), también conocido como vitamina B9 o vitamina M (o, factor
de fermentacion de Lactobacillus Casei, factor de eluato de norita, vitamina
B9, factores R, Sy U y factor SLR). [17] [18]

DEFINICION.

Es una vitamina hidrosoluble necesaria para la formacién de proteinas
estructurales y hemoglobina. Es una vitamina del complejo de vitaminas B
que se encuentra en algunos alimentos enriquecidos y en forma sintética. El
Folato deriva su nombre de la palabra latin folium que significa hoja de
arbol. [19]

CARACTERISTICAS.

El acido félico no posee actividad coenzimatica, pero si su forma reducida,
el 4cido tetrahidrofdlico, representado frecuentemente como FH4. Actua
como transportador intermediario de grupos con un atomo de carbono,
especialmente grupos formilo, que se precisa en la sintesis de purinas,
compuestos que forman parte de los nucledtidos, sustancias presentes en
el ADN vy el ARN, y necesarias para su sintesis durante la fase S del ciclo
celular, y por lo tanto para la divisiéon celular; también actia en la
transferencia de grupos metenilo y metileno. [19]

El acido fdlico es efectivo en el tratamiento de ciertas anemias, ademas es
utilizado en la prevencion de defectos del cierre del tubo neural.[20] [21]
[22] [23].

Se encuentra en las visceras de animales, verduras de hoja verde,
legumbres, frutos secos y granos enteros, como las almendras vy la levadura
de cerveza. El acido folico se pierde en los alimentos conservados a
temperatura ambiente y durante la coccion. A diferencia de otras vitaminas
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hidrosolubles, el acido félico se almacena en el higado y no es necesario
ingerirlo diariamente. [19].

El déficit del acido félico es asintomatico hasta que la mujer se embaraza.
Si la mujer tiene suficiente acido félico en el plasma antes del embarazo,
esta vitamina puede prevenir defectos del cierre de tubo neural (DTNs).
[20] [23]

La espina bifida, un defecto de nacimiento en la columna, puede producir la
pardlisis de la parte inferior del cuerpo, la falta de control del intestino y la
vejiga, y dificultades en el aprendizaje. Si el feto sufre déficit de acido félico
durante la gestacion también puede padecer anemia megalobastica, ser
prematuro o presentar bajo peso al nacer. La madre puede sufrir eclampsia,
un proceso que cursa con hipertension y albuminuria.

Propiedades fisicas.[19] [18]
Apariencia:  amarillo -
naranja cristalino. Punto de fusién. 523 K (249,85 °C)

Punto de ebullicién. K (-273,15 °C)
Propiedades quimicas. (14)
Acidez (pKa): 1st: 2.3, 2nd: Solubilidad en agua: 0.0016 mg/ml (25 °C)
8.3 Férmula molecular.

C19H19N706

METABOLISMO DEL ACIDO FOLICO.

En la forma de una serie de componentes tetrahidrofolatos, el folato deriva

como substrato en un numero de reacciones y también esta involucrado en

la sintesis de dTMP (timidina monofosfato o 5'-timidilato) (2'-
Figura 10. Acido Félico. deoxitimidina-5-fosfato) a  partir de dUMP

COOH > (2’deoxiuridina-5-fosfato). [18] [24]

-
i £ Ayuda a convertir la vitamina B12 en una de sus
@J\Hﬁ\ formas coenzimaticas y participa en la sintesis de ADN

HM OH COOH | requerido para un rapido crecimiento celular. [19] [25].
KE:: 2N Las vias que llevan a la formacién de tetrahidrofolato

~ | ,/]\ (FH4) comienzan cuando el folato (F) es reducido a

\ G ) dihidrofolato (FH2), el cual es entonces reducido a

tetrahidrofolato (FH4). La dihidrofolato reductasa
cataliza ambos pasos. El metileno tetrahidrofolato

(CH2FHA4) es formado a partir del tetrahidrofolato con
la adicion de grupos metileno de uno de los carbonos donadores:
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formaldehido, serina o glicina. El metil tetrahidrofolato (CH3FH4) puede ser
formado desde el metilen tetrahidrofolato por reduccién del grupo
metileno; el tetrahidrofolato final (CH3—FH4) resulta de la oxidacion del
metileno tetrahidrofolato. [18] [25]

La 5,10 metilentetrahidofolato reductasa (MTHFR) es responsable de la
reduccion de la 5,10-methilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, un
donante de metilo necesarios para la creacién de la S-adenosilmetionina
(SAM) necesarios para la sintesis de purina y de la timidina. [18] [25]

POLIMORFISMOS DE LA MRHF.
El gen que codifica la MTHFR estd en el cromosoma 1p36 y tiene bien
descrito  varios  polimorfismos de
nucledtido simple (SNP). [22]

El gen de la MTHFR contiene 2,2 kilobases,
y codifica para una proteina de 77 K Da,

Figura 11. Molécula de la MTHFR

gue constituye una enzima clave en el
metabolismo del folato y la homocisteina.
El alelo C677T (termolabil), asociado con un
aumento de la susceptibilidad para DTN, se
caracteriza por una mutacion puntual en la
posicion 677 del exdn 4 del gen, que

consiste en una transicién de una citosina
(C) por timina (T). Esta mutacién determina la sustituciéon del aminoacido
alanina por valina en el dominio catalitico de la enzima. El genotipo 677TT
de la MTHFR, estd asociado con una deficiencia parcial de esta enzima que
se traduce en la disminucion de 50% de la actividad enzimatica. En
condiciones de baja ingesta de folatos, el genotipo 677TT se asocia a una
moderada hiperhomocisteinemia; disminucién de la concentracién de
folatos en el plasma, disminucion de la metilacién del DNA gendmico vy
riesgo aumentado de tener hijos con DTN; se ha asociado también a
sindrome de Down [26] [27], enfermedad cardiovascular, algunos tipos de
cancer y, por consiguiente, a una menor respuesta a la suplementacion con
folatos.

La sustitucion de citosina por timina en el nucleétido C677T cambia una
alanina por valina en el aminoacido 222. Esto cambia la actividad catalitica
de la enzima, disminuye su afinidad por el cofactor, flavina adenina
dinucledtido.

Esta mutacién se ha demostrado que causa disminucion en los niveles de 5-
metiltetrhidrofolato, esta disminucidon esta involucrada en enfermedades
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cardiacas, hiperhomocisteinemia y defectos de cierre del tubo neural
(DTNs) [20] [21] [23] [28].
Figura 12. Estructura de la proteina de En Segundo Iugar, la sustitucion de
la MTHFR. (28) adenina por citosina en el nucleétido
A1298C cambia la glutamina a él
aminoacido alanina en la posicion 429.
Este cambio no parece afectar
directamente la funcion de la enzima, pero
puede tener un efecto cuando se combina
con el polimorfismo C677T.
Los estudios en poblaciones han descrito

la frecuencia y las condiciones de los SNPs

de la MTHFR comun en muchas
poblaciones. Los dos polimorfismos funcionales han sido relacionados con
la proteccién y algunos casos mayor riesgo de algunos tipos de cancer. Los
SNP de la MTHFR, en particular el C677T, también son mas frecuentes en
ciertas condiciones, tales como enfermedad vascular, los defectos del tubo
neural, el aborto espontaneo, leucemias, malignidad de algunos canceres,
fisuras del paladar o paladar hendido, complicaciones en el sindrome de
Down, ansiedad, depresién, nifos con falla renal, hipertension,
ateroesclerosis, artritis reumatoide, cancer de colon, abortos espontdneos,
abruptio placentario, [29] [30] [31] [32] [33] [34] [35] [36] [37] [38] [39]
[40] [41] [42] [43] [44] [45] [46] [47] [48] [49] [50] [51]

Existe controversia en cuanto al papel de estos polimorfismos en relacién a
algunas patologias, como la neoplasia de cuello uterino. [22] [52] [53] [54]
[55] [56] [57] [58]
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Figura 13. Ubicacién del Gen de la MTHFR. [59]
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Figura 14. Metabolismo de los Folatos. [60]
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Existen drogas que interfiere con la biosintesis de 4cido félico o
tetrahidrofolato. La mayoria son inhibidores de la dihidrofolato reductasa
(como la trimetropina y la pirimetamina), las sulfonamidas y las drogas
utilizadas contra el cancer como el metrotexate (ambas inhiben la folato
reductasa y dihidrofolato reductasa). [61]

Existe ademas recomendaciones que se deben tomar en cuenta en relacidon
a la dieta diaria para el aporte de acido folico. El estudio NHANES IlI, 1988 -
91 (The National Health and Nutrition Examination Survey) vy la
Investigacion Continua de Ingesta de Alimentos por Individuos (CSFIl 1994-
96), indicaron que la mayoria de adultos no consumen la cantidad adecuada
de folato. [62]

Cuadro 2. CANTIDAD DIARIA RECOMENDADA DE ACIDO FOLICO. [21]

RECOMMENDED DIETARY ALLOWANCE FOR FOLATE

Hombres Mujeres
19 o mas afos 19 o0 mas afios Embarazo Lactantes

1 pg de folato en los alimentos= 0.6 pug de acido félico de suplementos y alimentos fortificados.

Sin embargo; el programa de fortificacion en Estados Unidos ha
incrementado el contenido de dacido félico cominmente consumido en
alimentos como cereales y granos y como resultado de esto, la mayoria de
adultos ahora ingieren cantidades recomendadas de folato diario. [63]

FOLATO EN LOS ALIMENTOS.

Las legumbres (garbanzos, lentejas, etc.). Los vegetales de hoja verde como
la espinaca, escarola, guisantes, alubias secas, cereales fortificados, frutos
secos, semillas de girasol son fuentes ricas en acido félico. Algunos cereales
para el desayuno son fortificados con el 25 al 100% del requerimiento diario
de acido félico. La carne es pobre en acido félico, pero este lo encontramos
en los higados de carnes como el de ternera y también en el pescado azul.
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Pégina3 4‘



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas Mencidn Genética Médica. UMSA

Cuadro 3. PRINCIPALES FUENTES DE ACIDO FOLICO.

ALMENTO ACIDO FOLICO
(10C gramos) (mcg)
Higado de polo 738.0
Higado de res 248.0
Higado de camern 220.0
Berros 200.0
Perejil 183.0
Yerna da huevo 152.0
Cacahuate 145.0
Lachuga 136.0
Espinaca 140.0
Almendras o6.0
Acalga 20.0
Qushte B85.0
Bricol 1.0
Colifl o 87.0
Chicharo 5.0
Aguacate 62.0
Pan intagral {trigo) 8.0
Flataro 22.0

Las principales fuentes de folatos son los vegetales de hojas verdes, el
higado, las frutas y los jugos citricos, el pan de trigo integral y la levadura de
cerveza; sin embargo, el contenido de folatos en los alimentos es bastante
variable.

PAPEL BIOLOGICO DEL ACIDO FOLICO.

El Folato es necesario para la produccidon y mantenimiento de nuevas
células. Esto es especialmente importante durante periodos de divisidon y
crecimiento celular rdpido como en la infancia y embarazo. El folato es
necesario para la replicacion del ADN. Por esto, la deficiencia de folato
dificulta la sintesis y division celular, afectando principalmente la médula
Osea, un sitio de recambio celular rdpido. Debido a que la sintesis de ARN y
proteinas no se obstaculiza completamente, se forman células sanguineas
largas o sin forma regular llamadas megaloblastos, resultando en anemia
megaloblastica. [64]
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DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO FOLATO.

Una deficiencia de folato puede ocurrir cuando las necesidades del
nutriente estan aumentadas, cuando la ingesta diaria de folato es
inadecuada y cuando el cuerpo excreta mas folato de lo usual (pérdidas).
Algunas investigaciones indican que la exposicion a rayos ultravioletas
incluyendo las camaras de bronceado, puede conducir a deficiencia de
acido fdlico. La evolucion del color de la piel en humanos es
particularmente controlada por la necesidad de tener un color oscuro en la
piel para proteger el acido félico de los rayos ultravioletas. [28] [65] [66]

La deficiencia de acido fdlico se manifiesta con diarreas, pérdida del
apetito, pérdida de peso. Signos adicionales son debilidad, lengua
adolorida, dolor de cabeza, taquicardia, irritabilidad y desdérdenes de
conducta. Las mujeres con deficiencia de folato que estan embarazadas, en
su mayoria tienen nifios de bajo peso al nacer, prematuros y con defectos
del tubo neural. En adultos, la anemia (macrocitica, megaloblastica) es un
signo avanzado de deficiencia de folato. En nifios, la deficiencia de folato
puede retardar el crecimiento.

ABSORCION.

Se obtiene a partir de alimentos de origen vegetal, en especial de hojas
verdes como la espinaca, lechuga, esparrago y brdcoli. Algunas frutas,
particularmente los citricos, el melén y la banana contienen cantidades
importantes de Ac. Fdlico. Finalmente, y en mucha menos cuantia
encontramos folatos en derivados animales, dentro de los cuales el higado
es el mas rico en ésta sustancia.

Es importante destacar que si bien se encuentra ampliamente distribuido
en los alimentos, la coccién de los mismos destruye hasta el 95% de los
folatos contenidos en ellos, debido a que son altamente sensibles al calor.
Debido a que los alimentos contienen folatos en forma de poliglutamatos,
previamente a su absorcidn debe ser hidrolizado a monoglutamato.

Esta reaccion es catalizada por la enzima folato hidrolasa que se encuentra
en el ribete en cepillo de la mucosa intestinal. El metil-tetrahidrofolato
(metil-THF) es absorbido rapidamente en los entericitos del yeyuno. [67]

TRANSPORTE.

El THF es transportado por la sangre en su mayoria en forma libre. Una
porcidn sin embargo se une la albumina y a otras proteinas plasmaticas.
Desde alli serd captado ampliamente por todos los tejidos, en especial
aquellos con alto indice mitdtico.
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RESERVAS.

Se almacena en el higado. Las reservas de folatos son pequeias, y en
condiciones de balance negativo, o sea, cuando se utiliza mds que lo que se
incorpora, se produce el déficit en un plazo no mayor a los 3 0 4 meses.
Causas de déficit: Puede ocurrir por una dieta baja en folatos o bien por
malabsorcion intestinal de los mismos. La deficiencia en la dieta es mas
frecuente en alcohdlicos crénicos, indigentes y pacientes muy ancianos que,
en general, se acompafia de otras carencias vitaminicas. Algunos farmacos,
como por ejemplo los anticonceptivos orales, pueden interferir en la
absorcion de folatos.

Una causa no menos importante es el concepto de deficiencia relativa, en
donde la demanda aumentada de THF excede a la incorporacién de la dieta,
de manera que si bien el aporte de folatos en el alimento es normal, no
alcanza para satisfacer las

necesidades metabdlicas aumentadas del paciente. Esto ocurre por ejemplo
en el embarazo, lactancia, y en los cuadros clinicos asociados a aumentos
en la eritropoyesis (como las anemias hemoliticas).

Incluso puede estar aumentada su demanda en el cdncer diseminado, en
donde la alta tasa de division celular agota las reservas de folato
rapidamente.

FUNCIONES BIOLOGICAS.

El THF interviene en la sintesis del ADN y en la metilacion de la
homocisteina para formar metionina. El THF sin embargo se obtiene a partir
del precursor N5-metil- THF, por lo que se necesita una enzima que catalice
la reaccion. Esta enzima es la metionina sintasa, que utiliza como cofactor
aceptor del grupo metilo a la vitamina B12. De alli surge la intima relacion
entre la cobalamina y el acido félico, ya que sin la primera no podemos
obtener THF para la sintesis del ADN, aunque haya alta concentracion de
folatos en sangre. Por lo tanto, el déficit de acido félico causara muchos de
los sintomas y signos del déficit de vitamina B12, con excepcion de los
trastornos neuroldgicos por alteracién de la mielina, ya que el THF no
participa en esta via metabdlica.

2.3.2. METABOLISMO DE LA COBALAMINA (Vitamina B12).

Es importante conocer también el metabolismo de la Cobalamina (Vitamina
B12) por la relacién que existe en el metabolismo y las deficiencias de acido
folico y vitamina B12 pueden dar lugar a aumento de la velocidad del dafo
y metilacion del DNA, los cuales son importantes factores de riesgo para el
cancer y un mayor nivel de homocisteina un factor de riesgo importante
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para el aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares. Estos
mismos defectos también pueden desempefiar un importante papel en
anomalias del desarrollo neurolégico.[64].

ABSORCION.

La Vitamina B12 o Cobalamina se obtiene a partir de alimentos de origen
animal, en especial del higado, la carne y el pescado, como también en el
huevo y productos lacteos. Los microorganismos (bacterias) también
pueden sintetizar ésta vitamina y los vegetales contienen muy pequefias
concentraciones de B12, las cuales aumentan por contaminacion
bacteriana.

El proceso de absorcidn de la cobalamina es complejo, y requiere una serie
de pasos intermedios que permiten que ésta pueda ser reconocida por
receptores especificos a nivel del ileon distal. Luego de la deglucion, la
Vitamina B12 es separada del alimento que la contiene por accion de la
pepsina liberada en la cdmara gastrica. Una vez libre en el estémago, se une
a la “proteinas ligadoras R” o “cobalofilinas” que son secretadas en la saliva
y deglutidas junto con el alimento. Ya en el duodeno, el complejo
cobalofilina — Vit. B12 se descompone por accién de las proteasas
pancreaticas, y es alli que la cobalamina nuevamente libre se une al factor
intrinseco. Este ultimo es liberado por las células parietales de la mucosa
del fundus gastrico, pero se no se une a la B12 en un medio acido, por ello
el complejo B12 — factor intrinseco se forma a pH duodenal. Este ultimo
finalmente es endocitado por los entericitos del ileon terminal, que
expresan receptores especificos para el factor intrinseco, por lo cual este es
un mecanismo absortivo de alta eficiencia.

Se ha demostrado que incluso en casos de déficit total de factor intrinseco,
la administracion de grandes dosis de vitamina B12 por via oral produce un
aumento de las concentraciones plasmaticas y de sus reservas, por lo que
hoy se cree en la existencia de un mecanismo de absorciéon de B12
independiente del factor intrinseco, aunque de baja eficiencia
(aproximadamente 1%). [18] [64]

TRANSPORTE.
Dentro del entericito ésta vitamina se une a una proteina transportadora

III

denominada “transcobalamina II”. El complejo es liberado a la sangre por el
polo basolateral de la célula entérica y circulara hasta ser reconocido en los
diferentes drganos de la economia. La captacion de B12 unida a
transcobalamina Il sera mayor en aquellos tejidos con alto recambio celular

(alta tasa mitdtica)) como por ejemplo el epitelio del aparato
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gastrointestinal y las células hematopoyéticas de la medula dsea. La
transcobalamina | y lll se relacionan con el almacenamiento y posiblemente
la eliminacion de la vitamina B12. [18]

RESERVAS.

La cobalamina se almacena en el higado y en condiciones de déficit total de
incorporacion a través de la dieta, se contaria con reservas hepaticas por
aproximadamente 3 aios.

CAUSAS DE DEFICIT.

Si bien son muchas las causas, puede deberse a una dieta inadecuada o
escasa en B12, un trastorno en su absorcion intestinal, un aumento de las
demandas, o bien competencia por su captacién (por ejemplo por parasitos
intestinales). Si bien existen condiciones de ausencia total de incorporacion
de B12 en la dieta, esta no es una causa muy frecuente de déficit, debido a
que esta ampliamente distribuida en los derivados animales y que las
reservas hepdaticas son duraderas. No ocurre lo mismo en los regimenes de
tipo vegetariano estricto.

La causa mas frecuente del déficit es un trastorno en el complejo proceso
de absorcién de la B12. Por ejemplo, el déficit de acido clorhidrico y/o de
pepsina que dificulta la separacién de la vitamina del alimento, o deficiencia
de factor intrinseco (ver anemia perniciosa) que dificulta su captacidn
intestinal. También en trastornos de la secrecion pancreatica, por falta de
proteasas que actien a nivel duodenal separando la cobalamina de la
proteina R.

FUNCIONES BIOLOGICAS.

La Vitamina B12 participa en dos reacciones quimicas esenciales para los
seres humanos; una de ellas interviene en la sintesis de las bases del ADN,
la segunda es intervenir en la isomerizacién del malonil-CoA a succinil-CoA.
En la sintesis del ADN, la cobalamina tiene un papel central, siendo el
cofactor de una doble via metabdlica. Por un lado actia como aceptor de
un grupo metilo en la reaccion de desmetilacion del acido N5-metil-
tetrahidrofolico a tetrahidrofolato.

Por otro lado, como dador de grupos metilo a la reaccion de metilacién del
aminoacido homocisteina que forma metionina. Ambas reacciones son
catalizadas por la enzima “metionina sintasa”. De manera que un déficit de
B12, impide la obtencion de THF a partir de N5-metil-THF.[68]

El THF es necesario como cofactor de la enzima Timidilato sintasa que
media la transformacion del dUMP a dTMP, este ultimo precursor directo
en la sintesis del ADN. La consecuencia directa del déficit es una alteracion
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en la replicacion celular, que se manifestara en los tejidos de alto recambio
como la mucosa gastrointestinal y el hemopoyético de la medula dsea,
dando una anemia megaloblastica junto a alteraciones de los globulos
blancos. Sumado a esto, sintomas neurolégicos por alteracion de la vaina
de mielina debido a que se forman Aacidos grasos anormales por la
deficiencia del succinil-coA.

DEFICIENCIA INDIVIDUAL O COMBINADA DE LA HOMOCISTEINA,
VITAMINA B12, B6 Y ACIDO FOLICO.

La deficiencia individual o combinada de las vitamina B12, B6 y acido fdlico,
puede ser causa de hiperhomocisteinemia, lo cual es légico al considerar la
participacidn de estas vitaminas en las dos principales rutas metabdlicas de
la homocisteina (Anderson et al, 2004; Ardawi et al, 2002; Lee et al, 2003;
Leon et al, 2004; Lim et al, 2002; Walkers et al, 2003; Mark et al, 2002;
Mattson et al, 2002; Moleerergpoom et al, 2004; Sassi et al, 2002). Las mas
estudiadas han sido la vitamina B12 y acido fdlico.

En 600 pacientes hospitalizados, con una edad media de 79 afios, (Ventura
et al, 2001) observaron que las concentraciones plasmaticas de
homocisteina correlacionaba de forma negativa con las concentraciones
plasmaticas de acido fdlico.

Miller et al (2003) en un estudio de 1789 pacientes de mas de 60 afios,
encontraron que la homocisteina depende de forma importante del acido
folico y la vitamina B12.

Marengoni et al (2004), en un estudio de 214 pacientes de mas de 65 afios
ingresados en un hospital geriatrico, vieron que el 24% tenian déficit de
vitamina B12 o de 4cido folico. El 86% de estos pacientes tenian
hiperhomocisteinemia (homocisteina plasmatica mayor de 12 pmol/l)
mientras que el 64% de los pacientes sin déficit de vitamina B12 ni de acido
félico tenian hiperhomocisteinemia. Estas diferencias fueron significativas.
Ducloux et al (2000), en un estudio de 207 pacientes con insuficiencia renal
cronica estable que habian sido trasplantados del rifién, observaron que la
homocisteina correlacionaba de forma negativa con el acido félico.
Montaudon et al (2003), recogieron 196 pacientes (edad media de 85
afos), estudiados por gastritis atréfica a los que se les realizd una
endoscopia digestiva alta.

Observaron que la hiperhomocisteinemia correlacionaba con el déficit de
cobalamina.

James et al (2004), en un estudio randomizado y doble ciego de 3680
pacientes con edad media de 66 afios, que habian padecido un accidente
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vascular isquémico y con un tiempo de seguimiento de 2 afios, observaron
gue aquellos pacientes que recibian dosis terapéuticas de vitaminas B12, B6
y acido félico (1827 pacientes) tenian una reduccion media de 2 pmol/l de
homocisteina con respecto a aquellos pacientes que recibian dosis muy
bajas de vitaminas (1853 pacientes). Sin embargo, ésto no repercutié en las
incidencias de infarto agudo de miocardio, muerte, ni nuevos episodios de
ictus isquémico.

Strassburg et al (2004) estudiaron a 252 sujetos aparentemente sanos con
edades comprendidas entre 60 y 87 afios y a 99 jévenes entre 20 y 34 afios.
Observaron que el aumento de la homocisteina en las personas de mas
edad con respecto a los jovenes era debido a que los primeros tenian
concentraciones plasmaticas mas bajas de vitamina B12, B6 y acido fdlico;
ademas, en el grupo de personas mayores, la homocisteina correlacionaba
con la edad con independencia de las concentraciones de vitaminas.

Lim et al (2002) estudiaron a 195 voluntarios sanos con edades
comprendidas entre 23 y 72 afios y observaron que la homocisteina
correlacionaba de forma negativa con el acido félico y con la vitamina B12.
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3. JUSTIFICACION
Los efectos de la desnutricion crénica en el desarrollo fisico y mental, sobre todo en
edades tempranas del ciclo vital, son diversos y sus repercusiones mas evidentes se
reflejan en la elevada prevalencia de enfermedades infecciosas, elevada mortalidad,
desercién escolar, baja productividad y bajo desarrollo pondo estatural entre otros
factores que caracterizan el perfil de un pais “en vias de desarrollo”, como Bolivia.
A nivel mundial los niflos por su condicidon de dependencia e imposibilidad de asumir sus
derechos, es responsabilidad de los adultos el darles mejor calidad de vida y salud, la
desnutriciéon continua siendo un problema significativo. La pobreza, los desastres
naturales, los problemas politicos y muchos otros mas han demostrado que la
desnutricidn y el hambre no son elementos extrafios a este mundo. Y en nuestro pais mas
aun, la nutricién es la base para evitar enfermedades comunes en los paises en desarrollo.
Se debe tomar en cuenta que los nifnos de Luribay menores de tres afios de edad con
desnutricién crénica no respondieron a las acciones de intervenciéon nutricional del
programa de desarrollo y crecimiento aplicado por Save the Children, a diferencia de los
ninos menores de tres afios de los municipios vecinos, sumada esta situacion a los
antecedentes mencionados, existe una fuerte justificacion para realizar la presente
investigacion.
Ademas, la trascendencia de estudios cientificos multidisciplinarios como el que se
propone en este trabajo, radica en que existe marcadas diferencias funcionales, con
caracteristicas adicionales de desnutricion crénica importante (problema priorizado por el
Plan Nacional de Desarrollo), falta de habitos higiénicos, medidas de proteccién personal,
presencia de plaguicidas residuales en productos alimenticios, aguas, suelo y aire, se
convierten en poblacién vulnerable para el proceso salud enfermedad, caracteristicas
comunes de las poblaciones pobres de Bolivia y especificamente de los nifios en el
Municipio de Luribay.
Ademas, considerando que la prevencién de la desnutricion crdnica, se basa en una
nutricién adecuada, acorde con las caracteristicas geondmicas individuales, este trabajo
pretende dar una herramienta o informacion cientifica relevante, para proponer acciones
acertadas de salud que respondan responsable y eficientemente al bienestar de la
sociedad , considerando particularidades sobre condiciones de salud por efectos de la
pobreza e insalubridad, a través de la evaluacion de la variabilidad interindividual que estd
dada por los polimorfismos de enzimas de detoxificaciéon de xenobidticos (J. S. Leedor.
1996) y de las enzimas que inciden sobre el estado nutricional (Fenech. 2005).
Por otro lado, el déficit de cofactores indispensables para el normal funcionamiento de las
rutas metabdlicas relacionadas con los folatos, vitamina B12 podria dar lugar al desarrollo
de enfermedades crénicas como desnutricion y de manera indirecta y/o directa
relacionarse con una peor evolucién a mediano plazo con desnutricion cronica.
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No ha sido estudiada hasta el momento la posible relacion de la desnutricion crénica y los
polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa, que podrian asi mismo justificar su
hipotética influencia sobre la desnutricidn cronica.
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4. OBIJETIVOS
4.1. OBIJETIVO GENERAL
Determinar si son factores de riesgo para la desnutricidn crénica, los polimorfismos
C677T y A1298C del gen de la Metilen Tetra Hidro Folato Reductasa, en nifios
menores de 3 afios del Municipio de Luribay.

4.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar la relacion entre la presencia de los polimorfismos C677T y A1298C,
del gen de la MTHFR y el estado nutricional en nifios menores de 3 anos del
municipio de Luribay.
Determinar el estado nutricional en menores de 3 afos a través del
Programa de Crecimiento Comunitario, Save the Children.
Determinar si los polimorfismos de la enzima MTHFR son modificadores del
estado nutricional.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢Seran factores de riesgo para la desnutricién cronica, los polimorfismos C677T y A1298C
del gen de la Metilen Tetrahidro Folato Reductasa, en niflos menores de 3 afios del Municipio
de Luribay?

6. HIPOTESIS
La presencia de determinadas variantes alélicas del gen de la Metilen Tetrahidro Folato
Reductasa, como ser los polimorfismos C677T y A1298C, parece relacionarse con
diferentes enfermedades que afectan al desarrollo y crecimiento principalmente a
defectos del cierre del tubo neural, y podria tener influencia en la aparicion y severidad de
enfermedades crénicas como ser la desnutricidn croénica.
Asumo, que la frecuencia de los polimorfismos C677T y A1298C de la MTHFR, son factores
de riesgo para desnutricidon crénica en nifios menores de 3 afios del municipio de Luribay,
y la frecuencia de los polimorfismos es mayor en nuestro grupo de casos en relacién al
grupo de control del municipio.
Tomando en cuenta que los nifios menores de tres afios con desnutriciéon crénica,
habitantes de Luribay, no han respondido a las acciones de salud del programa de
Crecimiento y Desarrollo, a diferencia de los nifios menores de tres afios de los municipios
aledafios, supongo que pueden presentar susceptibilidad genética incrementada, por la
presencia de polimorfismos de la MTHFR relacionados con bajos niveles de acido félico en
plasma, por tanto pretendo, evaluar la relacion entre el estado nutricional y los
polimorfismos genéticos, con el objeto de identificar estrategias de prevencion, e
intervencidn nutricional personalizada, eficiente en este grupo poblacional vulnerable.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1. DISENO DE INVESTIGACION
Caso - Control
7.2. ZONA DE ESTUDIO

MUNICIPIO DE LURIBAY, ASPECTOS ESPACIALES.

LATITUD Y LONGITUD.

El Municipio de Luribay se encuentra ubicado a 172 04’ de Latitud Sury 672
40’ de Longitud Oeste del meridiano de Greenwich y politicamente se
constituye en la capital de la Provincia Loayza, siendo su Primera Seccion.

LiIMITES TERRITORIALES.

El Municipio se encuentra situado en la parte Sur de la Provincia Loayza y
sus limites son: Al Norte, con la Quinta Seccién Cairoma, al Sur con la
Provincia Aroma, al Noroeste con la Segunda Seccién Sapahaqui, al Este con
la Cuarta Seccion Malla y Tercera Seccion Yaco

Figura 15. Provincia Loayza, Division Politica, Primera Seccion Municipal Luribay
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EXTENSION.
Segun datos oficiales del Instituto Geografico Militar, la Primera Seccion
Municipal Luribay, posee una superficie aproximada de 475 Km?.

DIVISION POLITICO — ADMINISTRATIVA.
La Provincia Loayza, politicamente se halla dividida en 5 Secciones:

Cuadro 4. SECCIONES DE LA PROVINCIA LOAYZA

Primera Seccién Luribay
Segunda Seccion Sapahaqui
Tercera Seccién Yaco
Cuarta Seccion Malla
Quinta Seccion Cairoma
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DISTRITOS Y CANTONES.

La Seccion Municipal Luribay esta dividida en 6 Cantones:
Cuadro 5. CANTONES DEL MUNICIPIO DE LURIBAY

1. Anchallani 4. Taucarasi
2. Colliri 5. Porvenir
3. Poroma 6. Luribay

COMUNIDADES Y CENTROS POBLADOS.

La Jurisdiccion Municipal de Luribay actualmente esta dividida en 78
comunidades 10 mas relacionado al anterior Plan de Desarrollo Municipal,
las mismas estdn organizadas en 13 subcentrales.

figura 16. Comunidades y Centros Poblados del Municipio de Luribay
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7.3.

CARACTERISTICAS DEL ECOSISTEMA.

PISOS ECOLOGICOS.
Segun el Mapa Ecoldgico de Bolivia, Luribay corresponde a:

REGION : Subtropical
PISO : Montano Bajo
CLASE : Estepa espinosa montano bajo subtropical

Por los rangos altitudinales y las caracteristicas fisiograficas observadas en
el Municipio, se definieron dos pisos ecolégicos:

POBLACION ESTUDIADA

Para realizar el presente trabajo, se coordino con las autoridades de las

Figura 17. Comunidades de Estudio

comunidades de Azambo, Colliri, Matara,

Luribay (comunidad), Callaviri, Pucuma,
Taucarasi y Poroma, todas ubicadas en la
Primera seccion de la provincia Loayza
(MUNICIPIO LURIBAY), del departamento
de La Paz.

El Municipio de Luribay cuenta en Ila
actualidad con 9.004 habitantes, Los datos
demogriéficos de nifios menores de 3 afos,
se tomaron de “The Save The Children”
Fr— (Programa de Crecimiento y Desarrollo)

No cuenta con todos los servicios basicos,
faltando agua potable, y alcantarillado.

UNIVERSO DE ESTUDIO.

La poblacion de estudio del presente trabajo, abarca la totalidad de los
nifos desnutridos, del municipio de Luribay, que no respondieron a la
primera accion de intervencion del Programa de Crecimiento y Desarrollo
(The Save The Children), que fueron 172 nifios, de los cuales 128 fueron
nifos sin desnutriciéon y 42 con desnutricion crénica, de acuerdo a la
evaluacién del Programa Crecimiento y Desarrollo. Es importante aclarar
gue la ultima evaluacidon de este programa se realizd el mes de Junio de
2008, y la toma de muestra se realizd el mes de Noviembre del mismo ano,
motivo por el cual en el grupo de ninos menores de 3 afios, existen mayores
de 36 meses.

Previo proceso de informacién y firma del consentimiento informado

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética GENBLASTER
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Cuadro 6. TOTAL POBLACION BENEFICIARIA DIRECTA

GRUPOS POR
EDAD DE NUMERO
POBLACION DE SEXO AREA GEOGRAFICA
BENEFICIARIA BENEFICIARIO
DIRECTA
mujeres hombres urbana rural
Nifios <3a 170 84 86
Totales 170 84 86 X

Fuente de la informacién: Save the Children Noviembre 2008.

DENOMINACION DE CASOS.

Se denomind casos a aquellos nifios menores de 3 afios, de ambos sexos
diagnosticados clinicamente como desnutridos cronicos, que no
respondieron a la primera accion de intervenciéon del Programa de
Crecimiento y Desarrollo (The Save The Children), y que cumplan los
criterios de inclusion.

Se realizo6 la toma de muestra mediante hisopeado de la mucosa bucal.

DENOMINACION DE CONTROLES.

Se consideraron controles a los nifios menores de 3 afos, del Municipio de
Luribay, que no estén con desnutricion crdénica, pertenecientes a las
poblaciones incluidas en el Programa de Crecimiento y Desarrollo (The Save
The Children).

CRITERIOS DE INCLUSION.

* Nifos menores de tres afios del municipio de Luribay, de las
poblaciones incluidas en el Programa de Crecimiento y Desarrollo (The Save
The Children).

* Nifos de familias residentes de Luribay en los ultimos 5 anos.

*

Niflos que cuenten con el consentimiento informado, firmado por
sus padres o apoderados.

CRITERIOS DE EXCLUSION.
* Nifios que reciban tratamiento con farmacos, radio y/o quimio
terapia.

* Ninos con enfermedades crénicas y agudas, diferentes a Ia
desnutricién crénica.

* Nifos de familias que hayan migrado a la regién de estudio, en los

ultimos tres anos.
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Consideraciones de Género
El proyecto fue realizado en forma equitativa en ambos géneros.

Priorizando al grupo mas vulnerable de la sociedad, nifios menores de 3
afos.

7.4. VARIABLES
Edad, sexo, estado nutricional y polimorfismos genéticos.

Variable Resultado.
Desnutricion Crdnica.

Variable de Exposicidn.
Polimorfismos de la MTHFR 1298 Y 677.

Variables de Control.
Edad
Sexo

7.5. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Cuadro 7. OPERACIONALIZACIO DE VARIABLES

Variable Definicion Nivel de Medicion Categorias

0 to 6 Meses;

7 to 12 Meses;

13 to18 Meses; 19 to
24 Meses; 25 to 30
Meses; 31 to 36
Meses.

Edad Tiempo de vida Cuantitativa discreta

Para 677
MTHFR C677T, CC; CT; TT

Genotipos Cualitativa
A1298C Para 1298

AA; AC; CC

Estado o Desnutridos Crdnicos
Peso/Talla para la edad | Cualitativa

Nutricional No desnutridos

. o Varén
Sexo Fenotipo Cualitativa

Mujer
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7.6.
7.7.

ANALISIS ESTADISTICO
METODOS
7.7.1. Recopilacion de la informacion (encuesta)

Datos personales

Para la recoleccion de datos, se coordiné con las autoridades del Municipio
de Luribay, ademas con el personal de la institucion Save the Children, de
tal manera que se tomaba la muestra de los nifios menores de 3 afios,
como instrumento de recoleccién de datos se elabord una “Hoja de
recoleccién de datos” (ver anexo 1) donde se consignan datos que se
mencionaran en los resultados, ademas se utiliza la hoja del consentimiento
informado, cumpliendo con las normas del comité de ética y bioética
Nacional Boliviana.

7.7.2. Toma de muestras

La toma de muestra se efectud con hisopos estériles, a partir de las células
de descamacién de mucosa oral, por duplicado.

Las muestras fueron codificadas y posteriormente conservadas a -49C en
tubos ependorff, para su transporte.

7.7.3. Evaluacion del estado nutricional

De acuerdo al Programa de Crecimiento Comunitario, utilizando Ia
evaluacidn antropométrica, realizando seguimientos de peso y talla, desde
el nacimiento hasta Junio 2008. (Save the Children).

7.7.4. Extraccion de ADN

Se empled DNA extraido a partir de células de descamacién de cavidad oral,
para el genotipaje de polimorfismos de la MTHFR se utilizd el protocolo
descrito por Redextrac. (Ver Protocolo de extraccién)

7.7.5. Determinacion de polimorfismos de MTHFR.

Para identificar a los individuos que poseen los polimorfismos C677T vy
A1298C, del gen de la Metilen Tetra Hidrofolato reductasa (MTHFR), se
utilizé endonucleasas de restricciéon, mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), que determino desde un punto de vista objetivo a los
nifios que poseian dichos polimorfismos.

PROTOCOLO:

EXTRACCION DE DNA, MUCOSA ORAL.

EQUIPO:

Microcentrifuga, Micro-pipetas ajustables P1000, P200, P20. (Pipeta
ajustable de 0.5 - 10 ul), cdmara de electroforesis.
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MATERIALES:

Tubos de 0.5 ml estériles, Puntas de pipetas de 1000 ul de capacidad,
puntas de pipetas de 10 ul. de capacidad. Gradillas para tubos de
microcentrifuga, recipiente con hielo, guantes.

REACTIVOS:

Kit Red Extract.

Tris-Base, 0.5%

Agua destilada.

Primers con las diferentes secuencias.

C677T:

Forward: 5"-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’

Reverse: 5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG -3’

A1298C:

Forward: 5-CAAGGAGGAGCTGCTGAGA-3’

Reverse: 5-CCACTCCAGCATCACTCACT-3’

TOMA DE LA MUESTRA. (En la Comunidad)

Para el analisis de los genotipos de los polimorfismos de la MTHFR se
obtuvo muestras de la mucosa bucal (citoma bucal) de cada uno de los
nifios que participaron en el estudio. Las muestras fueron recogidas
mediante isopeado de la mucosa bucal, y posteriormente almacenados en
tubos eppendorf, conservados a -4 2C, previamente identificados con el
codigo de cada uno de los nifios. Las muestras fueron transportadas al
Instituto de Genética donde se realizo la extraccion del DNA y el analisis. La
identificacion de los polimorfismos se hizo de forma separada para cada
uno de los nifios, mediante una prueba de PCR, siguiendo el protocolo de
Gautam G. Rao y Carolyn Y. Muller et al. (2006). [22]

EXTRACCION DEL DNA.

Utilizando un hisopo de madera (estéril), se frota las encias y pared bucal,
se dejar secar la punta de algoddn del hisopo, durante 30 minutos.
Posteriormente en un ependorf, mezclar 200ul del RedExtract, mas, 25ul de
solucién preparacion de tejido, introducir la punta de algoddn del hisopo en
el ependorf, mantener durante 1 minuto aproximadamente, luego exprimir
la punta contra las paredes del ependorf, todo lo posible.

Una vez exprimido el isopo, mezclar en el Bortex, todo la solucidn, e incubar
a 352C de temperatura por 10 minutos, sacar e incubar a 95°C de
temperatura por 3 minutos, se afiade a la solucién, 200ul de Buffer de
neutralizacion, se mezcla con el Bortex, y por ultimo se guardar el DNA
obtenido a 49C de temperatura, con un volumen final de 50ul.

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética GENBLASTER
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PRESENCIA DE DNA.

Se realiza la verificacidon de la concentracion de DNA, mediante espectro
Fotometro (Eppendorf Bio Phtometer), en el volumen final de extraccién,
posteriormente se verifica mediante electroforesis, en gel de agarosa al 2%,
el cual se prepara, con 50ml de TBE al 0,5 X (Tris Borato), 1gr de agarosa de
baja fusion, y 6,3ul de bromuro de etidio.

Se realiza el sembrado de las muestras en los pozos del gel, con 5ul de
muestra y 3ul de marcador de corrida (Blue/Orange Loading Dye, 6X). Se
procede a realizar la electroforesis, a 100 voltios y 32 mA?, durante 35
minutos, luego se observan los resultados con luz ultravioleta, los
resultados son almacenados en la hoja de resultados. (Anexo 2).

ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS C677T Y A1298T, DEL GEN DE LA
METILEN TETRAHIDROFOLATO REDUCTASA, UTILIZANDO LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERAZA (PCR).
ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS.
El MasterMix del PCR se realizé en base al protocolo utilizado por SIGMA,
en su producto REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit, donde se modifico la

técnica a:
Cuadro 8. PROTOCOLO PARA EL MASTER MIX DEL PCR.

REACTIVO VOLUMEN MUESTRAS
REDExtract-N-Amp Tissue PCR Reacction Mix 10ul Nro. de Muestras
Forward primer 1ul Nro. de Muestras
Reverse primer 1ul Nro. de Muestras
DNA Extraido 10ul Cada muestra
Volumen Total 20ul

Los primers que se utilizaron para PCR, tomando en cuenta el Tm, para cada
segmento y fueron los siguientes
C677T: Forward: 5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’
Tm: 73.0
Reverse: 5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’
Tm:70.1
A1298C Forward: 5-CAAGGAGGAGCTGCTGAGA-3’
Tm: 63.0
Reverse: 5-CCACTCCAGCATCACTCACT-3’
Tm: 58.3
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Condiciones de la reaccién: La desnaturalizacion inicial 952 por 8 min
seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacion a 952 por 1 min, Annealing
(Hibridacion) 632C por 1 min, y la extension a 722 por 1 min. Esto seguido
de un paso de extension final a 722 C por 7 min.

Cuadro 9. CONDICIONES DEL TERMOCICLADOR.

REACTIVO VOLUMEN MUESTRAS

H,0 Tridestilada 2,3ul Nro. de Muestras
RE 10X Buffer 2 Nro. de Muestras
Buffer de acetilacion BSA, 10ug/ul 0,2 Nro. de Muestras
Enzima de Restriccion 0.5 Nro. de Muestras
DNA amplificado 10ul Cada muestra
Volumen Final 15ul

Los productos del PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 2% tefiido con bromuro de etidio. Posteriormente se verifica el
amplificado mediante electroforesis, en gel de agarosa al 2%, el cual se
prepara, con 50ml de TBE al 0,5 X (Tris Borato), 1gr de agarosa de baja
fusién, y 6,3ul de bromuro de etidio.

Se realiza el sembrado de las muestras en los pozos del gel, con 5ul de
muestra y 3ul de marcador de corrida (Blue/Orange Loading Dye, 6X). Se
procede a realizar la electroforesis, a 100 voltios y 32 mA¢?, durante 35
minutos, luego se observan los resultados con luz ultravioleta, los
resultados son almacenados en la hoja de resultados. (Anexo 2).
Digestiones:

Se utilizaron enzimas de restriccion de Promega, para los polimorfismos 677
de la MTHFR, se uso la Hinfl y para los polimorfismos 1298 de la MTHFR, se
uso la Mboll, ambas con el siguiente protocolo.

Cuadro 10. PROTOCOLO PARA DIGESTIONES.

Programa del termociclador

Paso Temperatura (° C) Tiempo (min) No. Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 8 1
Desnaturalizacion 95 1

Hibridacion (annealing) 63 1 40
Extension 72 1

Extension Final 72 7 1

Modificado del protocolo de Promega.
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Posteriormente se verifica el amplificado mediante electroforesis, en gel de
agarosa al 2%, el cual se prepara, con 50ml de TBE al 0,5 X (Tris Borato), 1gr
de agarosa de baja fusidn, y 6,3ul de bromuro de etidio.

Se realiza el sembrado de las muestras en los pozos del gel, con 5ul de
muestra y 3ul de marcador de corrida (Blue/Orange Loading Dye, 6X), para
el control de las bandas se utilizd una escalera de 50pb.

Se procede a realizar la electroforesis, a 100 voltios y 32 mA2, durante 45
minutos, luego se observan los resultados con luz ultravioleta, los
resultados son almacenados en la hoja de resultados.

La presencia o ausencia de los polimorfismos de la MTHFR se detecté por la
presencia o ausencia de las bandas segun el polimorfismo.

Para el polimorfismo C677C una banda a 198bp, para el polimorfismo
C677T dos bandas una a 198pb y otra a 175pb, para el polimorfismo T677T

una banda a 175pb.
Figura 18. Patrones para el polimorfismo 677 de la MTHFR.

Ladder S0bp

I = 198 pb
175 pb

L = cT T

POLIMORFISMO C677T

Para el polimorfismo A1298A
una banda a 198bp, para el polimorfismo C677T dos bandas una a 198pb y
otra a 175pb, para el polimorfismo T677T una banda a 175pb.

Figura 19. Patrones para el polimorfismo 1298 de la MTHFR.

AA AC cC
Ladder 30bp

—— " 34pb

— — > 56pb #pb

56 pb

POLIMORFISMO A1298C

Dr. Rafael Eduardo Montafic Arrieta- Instituto de Genética GENDIASTER

PéginaS 8



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas Mencién Genética Médica.

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética

UMSA

CAPITULO VI

GENBLASTER

Péginas 9



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas Mencién Genética Médica. UMSA

8. RESULTADOS
8.1. CLASIFICACION FENOTIPICA:
Se clasificaron a los sujetos de estudio, desde el punto de vista fenotipico, con
desnutricidon crénica de acuerdo a datos del programa de seguridad alimentaria de

Save the Children por antropometria (peso/talla).
Cuadro 11. CLASIFICACION FENOTIPICA.

NINOS CON DESNUTRICION NINOS SIN
CRONICA DESNUTRICION
Menores de 3 anos X X
Residentes del Municipio de X X
Luribay en los ultimos 5 afios
Baja talla para la edad X
Bajo peso para la edad X

8.2.  ANALISIS DEMOGRAFICO

Los datos poblacionales que se presentan han sido obtenidos a partir del andlisis
de las encuestas efectuadas a cada uno de los responsables de familias, o tutores
de los nifios menores de 3 afos incluidos en el estudio. El modelo de encuesta
aplicada se adjunta en Anexo 1.

Del andlisis se obtuvo la descriptiva poblacional del grupo de estudio, y luego se
efectudé el analisis con los resultados obtenidos de los procedimientos de
genotipificacién de los polimorfismos para la MTHFR de las muestras de células de
descamacion de la mucosa bucal.

La base de datos para este analisis se realizo con el programa SPSS versién 18 y en
el STATA version 10.

Después de hacer el analisis de las distintas variables, se ha considerado que los
posibles factores de confusidn a tener en cuenta en este estudio son los siguientes:
la edad, el sexo.

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética GENBLASTER
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8.3.  Estadistica Descriptiva.
8.3.1. Descripcidn poblacional

Figura 20. Distribucion de la poblacién estudiada.

g 4
4. T1% T A5,

22
132, 84%:

24,12%
RPOROMA mLLAPA LLAPIN| sCOLLIRI ®CALLAVIRI
BELICT IMA Bl LIRIRAY ® A7 AMRO = MATARA

En el grafico se representa la distribucidon general de la poblacién de estudio por
Comunidades del Municipio de Luribay: Poroma (4,71%), Llapa llapini (2,35 %),
Colliri (6,47%), Callaviri (7,65%), Pucuma (26,47%), Luribay (24,12%), Azambo
(12,94%), Matara (15,29%).
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Cuadro 12. POBLACION ESTUDIADA.

MASCULINO FEMENINO
POROMA 5 (2,94%) 3(1,76%)
TAUCARASI 2(1,18%) 2(1,18%)
COLLIRI 4(2,35%) 7 (4,12%)
CALLAVIRI 8 (4,70%) 5 (2,94%)
PUCUMA 23 (13,53%) 22 (12,94%)
LURIBAY 24 (14,12%) 17 (10,00%)
AZAMBO 11 (6,47%) 11 (6,47%)
MATARA 9 (5,29%) 17 (10,00%)
Total (170; 100%) 86 (50,59%) 84 (49,41%)

Figura 21. Poblacién de Estudio por Comunidades

25 23

20 ¢

10

EMASCULING = FEMENING

De los 170 nifios que participaron en el estudio, el 49,41% fue del sexo femenino y
el 50,59% del sexo masculino.
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8.3.2. Estado Nutricional:
En este estudio se analizaron 170 individuos, menores de 3 anos de los
cuales, 42 fueron con desnutricion crénica (casos) y 128 sin desnutricion
(controles).

Figura 22. Numero de Niifios con Desnutriciéon Crénica por Comunidades

45 31

B NO Desnutricdos  ® Desnutridos Cromicos

Desnutridos No
Cronicos Desnutridos
TOTAL 42 (24,71%)  128(75,29%)

Figura 23. Porcentaje de Nifios con Desnutricién Cronica

TOTAL

42
24,71%

128
75,29%

B NoDesnutridos @ Desnutridos Cronicos
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8.3.3. Frecuencias de Grupos Etarios.

Cuadro 13. POBLACION GENERAL POR GRUPOS ETARIOS

0-6 7-12 13-18 19-24 25-30 31-36 +
Total  29(17,06%) 32 (18,82%) 29 (17,06%) 24 (14,12%)  18(10,59%) 22 (12,94%) 16 (9,41%)

Figura 24. POBLACION GENERAL POR GRUPOS ETARIOS

Total
35 7 32
29 29
30 +
v 27
25 +7 2
18
20+ | | 16
15 17
10 + L .
F
.-"-f .-"..'
0 T T T T T Vv
0-6 07-dic 13-18 19-24 25-30 31-36 ]
Cuadro 14. DESCRIPCION POR COMUNIDADES Y GRUPOS ETARIOS
0-6 7-12 13-18 19-24 25-30 31-36 +
POROMA 2(1,18%) 1 (0,59%) 2(1,18%) 2(1,18%) 0 (0,00%) 1(0,59%) 0 (0,00%)
TAUCARASI 1(0,59%) 1(0,59%) 1(0,59%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1(0,59%)
COLLIRI 0 (0,00%) 2(1,18%) 2(1,18%) 1 (0,59%) 1 (0,59%) 2(1,18%) 3(1,76%)
CALLAVIRI 0 (0,00%) 3(1,76%) 3(1,76%) 2(1,18%) 3(1,76%) 1(0,59%) 1(0,59%)
PUCUMA 6 (3,53%) 7 (4,12%) 8 (4,70%) 9 (5,29%) 4(2,35%) 7 (4,12%) 4(2,35%)
LURIBAY 9 (5,29%) 8 (4,70%) 8 (4,70%) 4 (2,35%) 4 (2,35%) 5(2,94%) 3(1,76%)
AZAMBO 4(2,35%) 4(2,35%) 2(1,18%) 4(2,35%) 2(1,18%) 4(2,35%) 2(1,18%)
MATARA 7 (4,12%) 6(3,53%) 3(1,76%) 2(1,18%) 4 (2,35%) 2 (1,18%) 2(1,18%)

Total (170) 100,00% 29 (17,06%) 32 (18,82%) 29 (17,06%) 24 (14,12%) 18(10,59%) 22 (12,94%) 16 (9,41%)
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8.4.

Cruce de Variables:

Sea analizaron las variables:
8.4.1. Relacion Estado Nutricional — Comunidades.

Cuadro 15.

Estado Nutricional

TABLA DE CONTINGENCIA COMUNIDAD * ESTADO NUTRICIONAL

UMSA

No desnutridos ‘ Desnutridos Total

Matara 18 (10,6%) 8(4,7%) 26 (15,3%)

Azambo 17 (10,0%) 5(2,9%) 22 (12,9%)

Luribay 36 (21,2%) 5(2,9%) 41 (24,1%)

. Pucuma 41 (24,1%) 4(2,4%) 45 (26,5%)
Comunidad .

Callaviri 10 (5,9%) 3(1,8%) 13 (7,6%)

Colliri 3(1,8%) 8(4,7%) 11 (6,5%)

Llapa llapini 2 (1,2%) 2 (1,2%) 4(2,4%)

Poroma 1(0,6%) 7 (4,1%) 8(4,7%)

Total 128 (75,3%) 42 (24,7%) | 170 (100,0%)

8.4.2. Relacion entre Estado Nutricional y Género.

En ambos grupos existen hombres y mujeres. En la poblacién casos hay un

50,0 % de mujeres y un 50,0% de hombres, mientras que en el grupo de

controles un 49,2% son mujeres y un 50,8% son hombres.

Cuadro 16. TABLA DE CONTINGENCIA GENERO * ESTADO NUTRICIONAL

Femenino
GENERO
Masculino

Total

Recuento
% del total de la Poblaciéon
Recuento
% del total de la Poblacion
Recuento
% del total de la Poblaciéon

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética

Estado Nutricional

No desnutridos Desnutridos
63 (49,2%) 21 (50,0%)
37,1% 12,4%
65 (50,8%) 21 (50,0%)
38,2% 12,4%
128 (100%) 42 (100%)
75,3% 24,7%

Total

84 (100%)
49,4%

86 (100%)
50,6%

170 (100,0%)
100,0%
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Figura 25. Estado Nutricional Segiin Género
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Se analizo la relacién entre estado nutricional y género, mediante la prueba de
independencia de Chi2, dando como resultado un Chi2= 0,008 y un P=0,930.

Cuadro 17. PRUEBAS DE CHI-CUADRADO GENERO — ESTADO NUTRICONAL

Valor
chi-cuadrado de Pearson 0,008°
Correccion por continuidad® 0,000
Razon de verosimilitudes 0,008
Estadistico exacto de Fisher
Asociacion lineal por lineal 0,008
N de casos validos 170

gl

Sig. asintotica
(bilateral)
0,930
1,000
0,930

0,930

Sig. exacta
(bilateral)

1,000

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 20,75.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Sig. exacta
(unilateral)

0,536

Se analizé la relacién entre estado nutricional y grupo etario, mediante la prueba
de independencia de Chi2, dando como resultado un Chi2=0,008 y un P=0,930.

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética
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8.4.3. Relacion entre Estado Nutricional y Grupo Etario.

CUADRO 18.TABLA DE CONTINGENCIA EDAD EN MESES * ESTADO NUTRICIONAL

Estado Nutricional

No desnutridos Desnutridos Total
0-6 Recuento 26 (15,3%) 3 (1,8%) 29 (17,1%)
7-12 Recuento 26 (15,3%) 6 (3,5%) 32 (18,8%)
13-18 Recuento 20 (11,8%) 9(5,3%) 29 (17,1%)
EDAD en Meses 19-24 Recuento 17 (10,0%) 7 (4,1%) 24 (14,1%)
25-30 Recuento 10 (5,9%) 8 (4,7%) 18 (10,6%)
31-36 Recuento 17 (10,0%) 5(2,9%) 22 (12,9%)
Mas de 36 Recuento 12 (7,1%) 4(2,4%) 16 (9,4%)
Total % del total 128 (75,3%) 42 (24,7%) 170 (100,0%)

CUADRO 19. PRUEBAS DE CHI-CUADRADO DE PEARSON

Estado Nutricional

Chi cuadrado 8,524
EDAD en Meses gl 6
Sig. 0,202

Se analizé la relaciéon entre estado nutricional y grupo etario, mediante la prueba
de independencia de Chi2, dando como resultado un Chi2=8,524 y un P=0,202.
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8.5. CLASIFICACION GENOTIPICA:
8.5.1. Estadistica Descriptiva.

Genotipicamente se clasifico como portadores de los polimorfismos C677T vy
A1298C del gen de la Metilen Tetrahidro Folato Reductasa, teniendo en cuenta los
patrones, segln se muestran en las ilustraciones correspondientes, donde para el
polimorfismo C677T, CC es el normal, CT es la mutacidon incompleta, y TT es la
mutacion completa, sus clasificaciones CC; CT; TT.

Frecuencia del Polimorfismo 677: Las frecuencias genotipicas y alélicas para los
SNP (Polimorfismo de nucleétido simple), fueron calculadas por la base de datos
de genotipificacion vy el equilibrio de Hardy-Weinberg que fue determinado con
herramientas en linea. (http://www.genes.org.uk/software/hardy-weinberg.shtml)

teniendo como resultado. Los resultados de este andlisis demuestran que la
poblacién en estudio se encuentra en equilibrio.

Cuadro 20. FRECUENCIA GENOTIPICA Y ALELICA PARA EL POLIMORFISMO 677

FRECUENCIA GENOTIPICA FRECUENCIA ALELICA

CC (%) CT (%) TT (%) AleloT Alelo C
Controles (N=128) 52 (40,62%) 56 (43,75%) 20 (15,63%) 0,38 0,62
Casos (N=42) 13 (30,95%) 23 (54,76%) 6 (14,29) 0,42 0,58

Figura 26. Frecuencia Genotipica del Polimorfismo 677 en Controles

40,62%

43,75%

| =CC mCT =TT
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Figura 27. Frecuencia Genotipica del Polimorfismo 677 en Casos

30,95%

14,29%

54,76%

mCC mCT mTT

Los patrones, segin muestran los cuadros correspondientes, donde para el
polimorfismo A1298C, AA es el normal, AC es la mutacion incompleta, y CC es la
mutacién completa, sus clasificaciones AA AC CC.

Frecuencia del Polimorfismo 1298: Las frecuencias genotipicas y alélicas para los
SNP (Polimorfismo de nucleétido simple), fueron calculadas por la base de datos
de genotipificacion y el equilibrio de Hardy-Weinberg que fue determinado con
herramientas en linea. (http://www.genes.org.uk/software/hardy-weinberg.shtml)

teniendo como resultado.

Cuadro 21. FRECUENCIA GENOTIPICA Y ALELICA PARA EL POLIMORFISMO 1298

FRECUENCIA GENOTIPICA FRECUENCIA ALELICA

AA (%) AC (%) CC (%) Alelo C Alelo A
Controles (N=128) 104 (81,25%) 22 (17,19%) 2 (1,56%) 0,12 0,88
Casos (N=42) 35 (83,33%) 7 (16,67%) 0 (00,00%) 0,08 0,92

8.5.2. Cruce de variables.
Los resultados estadisticos de la relacion entre los polimorfismos y el estado

nutricional son:

677 CC 677 CT 677 TT TOTALS
(n=65) n (%) (n=79) n (%) (n=26) n (%) (n=170) n (%)
CONTROL 52 (40,62%) 56 (43,75%) 20 (15,63%) 128 (100%)
CASOS 13 (30,95%) 23 (54,76%) 6 (14,29%) 42 (100%)

Pearson Chi® (2)=1.6361  P=0.441

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética GENBLASTER
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Se analizo la relacién entre estado nutricional y el polimorfismo C677T, mediante
la prueba de independencia de Chi%, dando como resultado un Chi2=1,6361 y un
P=0,441, no significativo estadisticamente.

Para el Polimorfismos 1298:

1298 AA 1298 AC 1298 CC TOTALS
(n=139)n (%) (n=29) n (%) (n=2)n (%) (n=170) n (%)
CONTROL 104 (81,25%) 22 (17,19%) 2 (1,56%) 128 (100%)
CASOS 35 (83,33%) 7 (16,67%) 0 (00,00%) 42 (100%)

Pearson Chi® (2)=0.6781 P=0.712
Se analizo la relacién entre estado nutricional y el polimorfismo A1298C, mediante
la prueba de independencia de Chi2, dando como resultado un Chi2=0,6781 y un

P=0,712, no significativo estadisticamente.

Cruce de la frecuencia de polimorfismos con grupo etario:

Cuadro 22. TABLA DE CONTINGENCIA EDAD EN MESES * POLIMORFISMO 677

POLIMORFISMO 677
Total
CcC CT T
0-6 13 (20,0%) 12 (15,2%) 4 (15,4%) 29 (17,1%)
7-12 12 (18,5%) 16 (20,3%) 4 (15,4%) 32 (18,8%)
13-18 8 (12,3%) 17 (21,5%) 4 (15,4%) 29 (17,1%)
EDAD en Meses 19-24 8(12,3%) 14 (17,7%) 2(7,7%) 24 (14,1%)
25-30 8 (12,3%) 7 (8,9%) 3 (11,5%) 18 (10,6%)
31-36 12 (18,5%) 8(10,1%) 2(7,7%) 22 (12,9%)
Mas de 36 4 (6,2%) 5 (6,3%) 7 (26,9%) 16 (9,4%)
Total 65 (100,0%) 79 (100,0%) 26 (100,0%) 170 (100,0%)

Se evidencia que la frecuencia de los polimorfismos CT y TT, es mas alta en las
edades de 13 a 30 meses, representado en el caso del polimorfismo C677T, 38
casos siendo el 48,10% del total de los polimorfismos CT, y en el caso del
polimorfismo T677T, la frecuencia es de 9 casos siendo el 34,62%.
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Posteriormente se dicotomizaron las variables, para poder obtener el valor del
posible riesgo y se realizo una regresion logistica, con las variables dicotomisadas a
mutados y no mutados.

Para el polimorfismo C677T, que dio como resultados:

Logistic regression

Log likelihood =-91.919461

Number of obs = 170
LRchi’(4) = 6.25
Prob>chi2 = 0.1813
PseudoR2 = 0.0329

Cuadro 23. REGRESION LOGISTICA (VARIABLE DEPENDIENTE ESTADO NUTRICIONAL)

Estado
Nutricional

pol677
pol1298
género

edad

Odds Ratio

1.649384

0.9949468

1.35144

1.034139

Std. Err.

0.6563542

0.4847581

0.5065798

0.0161257

N

1.26

-0.01

0.80

2.15

P>|z|

0.209
0.992
0.422

0.031

[95% Conf. Interval]

0.7561282 3.597891
0.3828929 2.585368
0.6482295 2.817507

1.003011 1.066232

Donde, se observa un P valor estadisticamente no significativo

Para el polimorfismo A1298C, que dio como resultados:

Logistic regression

Log likelihood =-91.919461

Number of obs
LRchi2(4) =

Prob >chi2 =
Pseudo R2 =

170

6.25
0.1813
0.0329

Cuadro 24. REGRESION LOGISTICA (VARIABLE DEPENDIENTE ESTADO NUTRICIONAL)

Estado
Nutricional

npol677
npol1298
genero

edad

Donde, se observa un P valor estadisticamente no significativo.

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética

Odds Ratio

1.649384

0.9949468

1.35144

1.034139

Std. Err.

0.6563542

0.4847581

0.5065798

0.0161257

1.26

-0.01

0.80

2.15

P>|z|

0.209
0.992
0.422

0.031

[95% Conf. Interval]

0.7561282 3.597891
0.3828929 2.585368
0.6482295 2.817507

1.003011 1.066232
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Por otra parte, se obtuvo los siguientes resultados en el analisis de regresion

logistica:
Logistic regression Number of obs. =170
LRchi2(4) = 6.25
Prob>chi2 = 0.1813
Log likelihood =-91.919461 PseudoR2 = 0.0329

Cuadro 25. REGRESION LOGISTICA (VARIABLE DEPENDIENTE ESTADO NUTRICIONAL)

Estado )
. Odds Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
Nutricional
npol677 1.649384 0.6563542 1.26 0.209 0.7561282 3.597891
npol1298 0.9949468 0.4847581 -0.01 0.992 0.3828929 2.585368
genero 1.35144 0.5065798 0.80 0.422 0.6482295 2.817507
edad 1.034139 0.0161257 2.15 0.031 1.003011 1.066232

El P 0.031, en la edad en relacion al estado nutricional, por lo cual se clasifico, en 7
grupos de edades, tanto casos como controles donde, en el Grupo 1 estan los
nifios de 0 a 6 meses, en el Grupo 2 los nifios de 7 a 12 meses, en el grupo 3 los
nifios de 13 a 18 meses, en el grupo 4 los nifios de 19 a 24 meses, en el grupo 5 los
nifios de 25 a 30 meses, en el grupo 6 los nifios de 31 a 36 meses y en el grupo 7
los nifios de mas de 36 meses (para el momento de la evaluacion nutricional,
tenian menos de 36 meses), y los datos estadisticos obtenidos son:

Dr. Rafael Eduardo Montafio Arrieta- Instituto de Genética GENBLASTER
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Resultados de la regresion logistica por grupos etarios.
Logistic regression
LR chi2(9)
Prob > chi2

Log likelihood = -88.769081 Pseudo R2

Number of obs =
= 1255

UMSA

170

= 0.1841
= 0.0660

Cuadro 26. REGRESION LOGISTICA (VARIABLE DEPENDIENTE ESTADO NUTRICIONAL)

Estado .

ST Odds Ratio Std. Err. z P>|z|
pol677 1.582311 0.6546165 1.11 0.267 0.7033019
pol1298 1.039866 0.5284733 0.08 0.939 0.384048
Género 1.14249 0.4420956 0.34 0.731 0.5351467
Grupo 2 3.032516 2.619891 1.28 0.199 0.5577273
Grupo 3 5.533004 4.678083 2.02 0.043 1.05507
Grupo 4 5.430302 4.689988 1.96 0.050 0.9992335
Grupo 5 10.97128 9.638722 2.73 0.006 1.96084
Grupo 6 5.357212 4.711952 1.91 0.056 0.9555686
Grupo? 4.311576 4.060867 1.55 0.121 0.6806598

Se puede observar:

[95% Conf. Interval]

3.559932

2.815587

2.439111

16.48862

29.01622

29.5108

61.3865

30.03418

27.31128

El grupo 1 no fueron tomado por el programa estadistico (STATA v. 10.).

Logistic regression
LR chi2(4)
Prob > chi2
Log likelihood =-113.27989 PseudoR2 = 0.0386
Cuadro 27. REGRESION LOGISTICA (VARIABLE DEPENDIENTE GENERO)

Genero

Odds Ratio Std. Err. z P>|z|
Fem Vs Masc

Pol677 2.187056 0.7280433 2.35 0.019
Pol1298 1.141871 0.4720305 0.32 0.748

Estado
. 0.7505876 0.2778063 -0.78 0.438

Nutricional

Edad 1.026754 0.0142647 1.90 0.05

Number of obs =
= 9.09

170

= 0.0590

[95% Conf. Interval]

1.138953 4.19966

0.5078603 2.567377

0.3633758 1.550411

0.9991734 1.055097

Teniendo al genero (Femenino Vs Masculino) como variable dependiente, se tiene

un OR 2.18m y un P=0.019.
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Se evidencia la relacién el componente 1 y el componente 2, donde se observa el desglose
de las variables, involucradas en cada componente, que sumados explican hasta el 47%
de la variacion en la relacién de estos componentes, dentro del estudio.
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Este grafico multivariado para tendencias y relaciones, entre el componente 1 y
componente 2.
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9. DISCUSION
En cuanto a la poblacion de estudio, la proporcion en sexo femenino y masculino fue
similar (49,41% y 50,59% respectivamente). En nuestro grupo de casos se tiene una igual
proporcién en sexo femenino y masculino (50% - 50% respectivamente), considero que
disminuye influencia de esta variable como un factor confundente.

Se debe tomar en cuenta que la tasa de desnutricion en la region de estudio (25%) es
menor a la tasa de desnutricion nacional (32.2%), se asume que esta diferencia con
relacion a la tasa nacional, es el resultado de la primera accidon de intervencién nutricional
del programa de Crecimiento y Desarrollo (Save the Children).

Llama la atencion la poblacién de Colliri en cuanto al estado nutricional, pues 8 de sus 11
menores de 3 afios son desnutridos crdnicos, siendo esta la Unica poblacion perteneciente
a la regidn altiplanica, del municipio de Luribay, con diferentes habitos alimenticios con
relacion a las otras comunidades estudiadas. Este dato es relevante desde el punto de
vista de nutrigendmica, ya que la dieta ha moldeado profundamente la capacidad
metabodlica humana, allanado el camino para la aparicion de enfermedades modernas.
Desde una perspectiva evolutiva, la dieta es un factor limitante que impone presiones
selectivas sobre una poblacién, tal como lo hacen otros factores ambientales. [69]

En cuanto a la clasificacién genotipica, y la frecuencia alélica, llama la atencién la
diferencia del 10% en la presencia de los polimorfismos C677T y T677T, en los casos con
relacion a controles, polimorfismos relacionados con la disminucion de la funcion de la
enzima Metilen Tetrahidro Folato Reductasa. Dicha funcién deficitaria incide sobre la
concentracién de folatos plasmaticos, importantes cofactores para el crecimiento y
desarrollo del nifio.

La frecuencia alélica denota similitud, en frecuencia, en comparacion a otras poblaciones
como las poblaciones chilenas, estando equilibrio y confirmando el mayor porcentaje de
hétereocigocidad en poblaciones latinas. [21] [70] [71]

Al realizar la evaluacién de la relacion entre los polimorfismos con las variables edad y
grupo etdrio, mediante regresion logistica, se evidencio que la presencia del polimorfismo
C677T aumenta 1,65 (OR. 1,6493) veces mas las posibilidades de pertenecer al grupo de
desnutridos, ajustado por el polimorfismo A1298C, edad y genero, se debe considerar que
no existe significancancia estadistica (P=0.209). Por otro lado se debe considerar que la
presencia del polimorfismo A1298C no aumenta la posibilidad de pertenecer al grupo de
desnutridos, ajustado por las variables, polimorfismo C677T, genero y edad.
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Para el analisis, de la relacion entre edad y estado nutricional, se obtuo un valor
estadisticamente significativo (P=0,031), que indica que la edad esta relacionada con el
estado nutricional. Debido a este hallazgo, se estratifico la variable edad en 7 grupos de
edades, tanto casos como controles donde, en el Grupo 1 estan los nifios de 0 a 6 meses,
en el Grupo 2 los nifios de 7 a 12 meses, en el grupo 3 los nifios de 13 a 18 meses, en el
grupo 4 los nifios de 19 a 24 meses, en el grupo 5 los nifios de 25 a 30 meses, en el grupo
6 los nifios de 31 a 36 meses y en el grupo 7 los nifios de mas de 36 meses (para el
momento de la evaluacion nutricional, tenian menos de 36 meses), con el objetivo de ver
la relacion entre el periodo de lactante menor (0 a 6 meses), lactante mayor (7 a 18
meses) y niflos de 3 afios, relacionando estos grupos con la ablactacion y alimentacion
complementaria, desde el punto de vista nutricional, dando como resultado valores
estadisticamente significaticos, para los grupos 3, 4 y 5.

En el grupo 2, se evidencia un OR, que indica que existe 3,03 veces la posibilidad de ser
desnutridos si se encuentran en este grupo etario. En el grupo 3, un OR que indica 5,53
veces la posibilidad de ser desnutridos, si se encuentran en este grupo etario, tomando
encuenta que el valor P (P=0.043) es estadisticamente significativo. En el grupo 4, un OR
gue indica 5,43 veces la posibilidad de ser desnutridos si se encuentran en este grupo
etario, tomando encuenta que el valor P (P=0.05) es estadisticamente significativo. En el
grupo 5, un OR que indica 10,97 veces la posibilidad de ser desnutridos si se encuentran
en este grupo etario, tomando encuenta que el valor P (P=0.006) es estadisticamente
significativo. En el grupo 6, un OR que indica 5,36 veces la posibilidad de ser desnutridos si
se encuentran en este grupo etario. El grupo 7, un OR que indica 4,31 veces la posibilidad
de ser desnutridos si se encuentran en este grupo etario. Todos los datos son ajustados
por las variables, polimorfismo C677T, polimorfismo A1298C y genero.

Los grupos etarios mas relacionados con desnutricion cronica se encuentran entre los 13
y los 30 meses de edad (lactante mayor y menores de 3 afios), probablemente relacionado
a los habitos alimenticios, y socioculturales de la poblacion, hay que resaltar que se
evidencia que la frecuencia de los polimorfismos CT y TT, es mas alta en las edades de 13 a
30 meses, (48,10% y 34,62% respectivamente) del total de los polimorfismos CT y TT. Lo
gue refuerza la relacion del riesgo, de portar los polimorfismo C677T y T677T, y
pertenecer al grupo de desnutridos.

Por otro lado al hacer la relacion, tomando al genero femenino versus masculino, como
variable dependiente, se tiene que hay 2.18 veces mas posibilidades de que el
polimorfismo 677 mutado se encuentre en mujeres, ajustando por mutacién el
polimorfismo 1298, el estado nutricional y la edad, siendo este dato estadisticamente
significativo (P=0,019).
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Y por ultimo, se realizé un analisis multivariado, utilizando un grafico de dispersion para
realizar la relacidén entre las diferentes variables, transformadas en vectores. Este grafico
demuestra la relacién no solo de las variables, sino también la relacién de cada individuo
sometido al estudio, y se mide en funcidén del angulo que forman con respecto a otra
variable. El angulo que forman estos vectores es una indicacién de relacion, los angulos
agudos (>909), tiene una relacién positiva, los angulos rectos (902) tienen una relacion de
0, los angulos obtusos (> 909), tienen un correlacién negativa, y los angulos opuestos
(1809) tienen in relacion de -1 (inversa).

Entonces decimos que el vector que representa a género tiene una correlacién positiva,

con el vector de estado nutricional, siendo que la variable femenina, se encuentra mas
relacionada con la desnutricidn, representadas ambas variables, por los vectores positivos.
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10. CONCLUSIONES

Si bien no existe un valor estadisticamente significativo, que relacione los polimorfismos
estudiados con la desnutricion, se identificaron datos que relacionan las siguientes
condiciones, el poseer el Polimorfismo 677 mutado, al mismo tiempo pertenecer a los
grupos etarios de 13 a 30 meses y ser del sexo femenino, que tendrian una relacion
importante en los procesos de desnutricidon crénica. Este dato es primordial debido a que
estamos ante una entidad compleja donde el anélisis debe ser multifactorial.

Este dato estd respaldado por la evaluacién de la relacidn entre los polimorfismos con las
variables edad y grupo etario, mediante regresién logistica, donde se evidencio que la
presencia del polimorfismo C677T aumenta 1,65 (OR. 1,6493) veces mas las
probabilidades de pertenecer al grupo de desnutridos, ajustado por el polimorfismo
A1298C, edad y genero.

La relacion entre los polimorfismos C677T y A1298C, por si solos, relacionados con la
desnutricién crdénica, no son estadisticamente significativa, ni tampoco con el efecto
combinado de ambos polimorfismos y la desnutricién crdnica o evidencia de prediccion
para el futuro.

Por otro lado se evidencio una alta frecuencia en la poblacion del polimorfismo C677T del
gen de la MTHFR, y para el polimorfismo T677T, que combinados dan un 64% de la
poblacidén total de estudio.

Lo cual nos lleva a la conclusién, de que a pesar de no existir una relacidn significativa
entre los nifios con desnutricidn crénica y la presencia de los polimorfismos de la MTHFR,
los resultados encontrados, expresan un porcentaje importante en la presentacion de los
polimorfismos C677T y T677T, que son responsables de la deficiente y/o nula absorcién
del acido fdlico, en el metabolismo de los nifios con desnutricién crdnica del municipio de
Luribay.
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11. RECOMENDACIONES
El cribado genético identificod a niflos con desnutricién crénica con genotipo CTy TT en un
69%. Por tanto recomendamos:

Realizar una reevaluacion clinico nutricional que involucre la cuantificacidn de los niveles
de Homocisteina plasmatica como biomarcador.

Finalmente, sugerimos que en la préoxima intervencion nutricional, se debe hacer mayor
énfasis en los aspectos socioecondmicos y culturales, fortaleciendo la adherencia a la
dieta recomendada y personalizada, la integracion de las preferencias alimenticias de
consumo en la personalizacién de la dieta. La elaboracién de |a dieta personalizada para la
futura accién de intervencion, con la cantidad adecuada de folatos (incremento de
alimentos ricos en folatos), basandonos en el hecho de que una dieta rica en acido fdlico
compensa el defecto génico. (Ordovas, JM; Kaput, J) [72] [73] [74] [75] [76] [77]
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