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Yo lo pregunto

Yo Nezahualcoyotl lo pregunto:

(Acaso de veras se vive con raiz en la tierra?
Nada es para siempre en la tierra:

Salo un poco aqui.

Aunque sea de jade se quiebra,

Aunque sea de oro se rompe,

Aunque sea plumaje de quetzal se desgarra.
No para siempre en la tierra:

Soélo un poco aqui.

Nezahualcéyotl.
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Resumen
Analisis de los polimorfismos eNOS G894T y MTHFR C667T, asociados con preeclampsia en

poblacion mestiza e indigena mexicanas

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo caracterizado por hipertension arterial,
proteinuria y edema generalizado que afecta entre 4 y 6% de los embarazos en México. La etiologia
de este padecimiento es multifactorial; entre las posibles causas de éste se encuentran los cambios
fisiologicos en la gestacion, deficiencias nutricionales, alteracion en la funcién endotelial.
placentacion anormal, mala adaptacion inmunoldgica y predisposicion genética. La sospecha de un
origen genético para el desarrollo de la preeclampsia ha llevado a la bisqueda de mutaciones en
genes involucrados con la regulacion del tono vascular, por lo que se han estudiado diversos genes

que pueden representar un riesgo.

Se sospecha que algunos alelos polimérficos causan diferencias en la funcion del gen, en la
proteina resultante o en la regulacion del mismo y que esto contribuye de alguna manera al
desarrollo de una enfermedad. Dentro de los polimorfismos que se han asociado con diversos
padecimientos se encuentran el cambio de guanina por timina de la sintasa de 6xido nitrico
endotelial (eNOS) G894T y el cambio de citosina por timina de la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) C677T, los cuales se han visto involucrados con la regulacion del tono vascular por lo
que se ha estudiado y comprobado su relacion con patologias cardiovasculares e hipertension
arterial. Debido a que la preeclampsia se debe principalmente a un aumento en la tensién arterial, se
ha propuesto el estudio de estas variantes genéticas como un posible factor de riesgo a presentar

preeclampsia.

En este trabajo se analizo la frecuencia de los polimorfismos G894T de la eNOS y C677T de la
MTHFR mediante RFLP’s y discriminacion alélica por PCR-tiempo real respectivamente; en
poblacion mestiza y maya mexicanas, asi como en un grupo de riesgo (mujeres mayas con
preeclampsia). Los resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre la poblacion mestiza y la maya, para ambos polimorfismos. A demas se encontré que la
presencia del alelo mutado para el polimorfismo G894T del gen de la sintasa de oxido nitrico
endotelial es un factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas; por otro lado
la presencia del polimorfismo C677T del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa no presenta un

riesgo para el desarrollo de preeclampsia en las mujeres mayas.
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1. Introduccion

1.1 Preeclampsia

1.1.2 Definicion de Preeclampsia

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo caracterizado y diagnosticado por
incremento de la presion sanguinea, edema generalizado y proteinuria (Roberts y Cooper, 2001).
Generalmente estos sintomas aparecen después de una edad gestacional de 20 semanas (Marja y
col, 2000). En ocasiones, la mujer desarrolla cuadros convulsivos, convirtiendose la preeclampsia

en eclampsia (Marja y col, 2000).

En la mayor parte de los paises la preeclampsia se considera como la principal causa aislada
de muerte materna y fetal . De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, es la primera
causa de mortalidad y morbilidad perinatal (Zuzpan y Schiff, 1991). La preeclampsia ocurre entre
el 4-5% de todas las mujeres gestantes (Marja y col, 2000) y se ha calculado que provoca
aproximadamente 50,000 muertes cada afio en todo el mundo por lo que constituye un problema de

salud publica principalmente en paises pobres o en vias de desarrollo (Villanueva y Alanis, 2000).

De acuerdo con las tasas conocidas de la frecuencia de la preeclampsia y eclampsia en
México se estima que anualmente hay de 2190 a 6570 casos. Durante 1999 las causas mas
frecuentes de ingreso hospitalario en mujeres de 15 a 44 afios de edad fueron las complicaciones de
embarazo, representando el 60% del total de ingresos de los cuales el 28% se debio a preeclampsia
(Villanueva y Alanis, 2000). El 85% de las mujeres que presentan preeclampsia son primigestas,
del 14 al 20% ocurre en multigestas, del 11 al 27% en embarazos gemelares, el 30% de los casos en
mujeres con malformaciones uterinas y el 25 % de las mujeres con antecedentes de hipertension

arterial cronica o enfermedades vasculares (Soto, 2001).

El diagnostico de preeclampsia basado en las recomendaciones del grupo de Trabajo
Americano sobre Presion Sanguinea Elevada en el Embarazo (Lenfant y col, 1990) y el grupo de
trabajo de la Sociedad Alemana de Obstetricia y Ginecologia (Rath y col, 2000), considera los

siguientes parametros:
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1. Incremento de la presion sanguinea sistolica de 30 mm Hg o mas y/o un incremento en la
presion sanguinea diastolica de 15 mm Hg o mas antes de 20 semanas de gestacion. Dos
lecturas de 140/90 mm Hg o mas en dos diferentes ocasiones con diferencia de 4 horas

entre lecturas.

=)

Proteinuria con una excrecion de proteinas de 0.3 g o mas en un espécimen de 24 horas o
dos muestras de orina con una concentracion de proteinas de 30 mg/dL con diferencia de 4
horas entre la recoleccion de muestras.

3. Presentar sintomas por primera vez después de 20 semanas de gestacion a partir del altimo

periodo menstrual y hasta 6 semanas postparto.

1.1.2 Etiologia de la Preeclampsia

La preeclampsia es una patologia de etiologia multifactorial, por lo que ha sido dificil
dilucidar cada una de las causas que ocasionan el desarrollo de este sindrome. A la fecha se han

reconocido diversos factores entre los que se encuentran:

i.  Cambios fisiologicos en el aparato cardiovascular
Durante el embarazo se sufren diversos cambios fisiologicos priencipalemente en el aparato
cardiovascular (Cajiga y col, 1994). Dichos cambios incluyen un incremento en el volumen
total de sangre circulante, incremento en la funcion cardiaca, vasodilatacion generalizada y
alteracion en la sintesis de sustancias vasoactivas como el oxido nitrico, prostaglandinas,
endotelinas y angiotensina; por lo que es necesaria una adaptacion vascular que al ser

deficiente conlleva al desarrollo de preeclampsia (Marja y col, 2000).

ii.  Alteraciones nutricionales y metabolicas
Deficiencias nutricionales principalmente de calcio, alteraciones en los sistemas
antioxidantes, mayor sensibilidad a la accion de angiotensina , o un desequilibrio en la relacion
prostaglandina / tromboxano, alteraciones en el metabolismo intracelular de sodio, calcio,
magnesio, un estado de sobre actividad del sistema nervioso y diabetes por insuficiencia de

insulina (Villanueva y Padernera, 1999).
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ili.  Alteracion generalizada en la funcion endotelial
Ya que las alteraciones en la estructura y funcion del endotelio causan vasoconstriccion y
trombosis vascular, el endotelio produce lo que se conocia como factor relajante derivado de
endotelio y ahora se sabe es el 6xido nitrico (Alderton y col, 2001). Existen evidencias de un
incremento en la sintesis de actividad del oxido nitrico en el embarazo normal, probablemente
por un mecanismo mediado por estrégenos, en mujeres con preeclampsia se ha observado la

inhibicion en la produccion de 6xido nitrico (Morris y col, 1996).

iv.  Placentacion anormal

De manera normal, durante el primer trimestre de embarazo, las ramas terminales de las
arterias uterinas (arterias espirales) son invadidas por células del citotrofoblasto. Estas células
reemplazan al endotelio y a la pared vascular de las arterias espirales, transformandolas en
arterias deciduales con una pared delgada y de baja resistencia (Gallery y col, 1997; Villanueva
y col, 1999). Este cambio en las arterias espirales dan como consecuencia la placentacion
defectuosa en la que pueden participar mecanismos genéticos e inmunolégicos. Al parecer en
las primeras etapas del desarrollo los genes paternos son los que controlan en mayor parte el
desarrollo de los tejidos placentarios, mientras que los genes maternos desempefian un papel

mas importante en el desarrollo del embrion (Cajiga y col, 1994).

v.  Mala adaptacion inmunoldgica
Se ha considerado una respuesta inmunoldgica hacia los antigenos proporcionados por el
padre como una probable causa de este sindrome debido a que la mayor parte de las mujeres
que la presentan son nuliparas o sus embarazos tienen un origen paterno diferente (Marja y col,

2000).

vi.  Predisposicion genética
La sospecha de predisposicion de origen genético para la preeclampsia ha llevado a la
busqueda de mutaciones en genes involucrados con la regulacion del tono vascular, entre estos
factores genéticos se han propuesto loci que estadisticamente representan un riesgo, entre los
genes implicados estan el gen de angiotensina cuya variante Met235Thr se ha relacionado con
preeclampsia e hipertension (Jeunemaitre y col, 1992; Wilton y col, 1995), el gen de la éxido
nitrico sintasa endotelial del cromosoma 7, el cual presenta una variante Glu984 Asp que se ha

visto implicado en hipertension arterial y afecciones coronarias (Amgrimsson y col, 1997),
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mutacion en el factor V de Leiden (1691 G-A) (Morgan er al., 1999) y la hiperhomocisteinemia
producida por una mutacion C677T en el gen MTHFR (Sohda y col, 1997).

1.2 Los polimorfismos genéticos y su relacion con patologias

Para encontrar diferencias genéticas entre individuos, se han utilizado diversas técnicas
que originalmente fueron los fenotipos, posteriormente secuencias de proteinas, electroforesis de
productos de PCR, polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs) y
microsatélites. Con las nuevas tecnologias para la secuenciacion del ADN y deteccion de
diferencias en una sola base, ha surgido un nuevo termino para un concepto antiguo que es el de
polimorfismos de un solo nucletido o SNPs por sus siglas en ingles (single nucleotide

polymorphism) (Pui-Yan Kwok, 2003).

Un polimorfismo se define como la existencia de dos o mas alelos de un gen presentes en
una poblacion en una frecuencia de al menos el 1% de la poblacion. Los polimorfismos de un sélo
nucledtido o SNP ocurren en el genoma humano con una frecuencia de uno de cada 1 Kb. El
estudio de estas variantes en la secuencia codificante de las proteinas se inici6 principalmente en
enzimas metabolicas (Knudsen y col, 2001). Estos cambios en la secuencia de ADN contribuyen en
las caracteristicas individuales, la variacion fenotipica, predisposicion a alguna enfermedad y la

respuesta al ambiente.

Se han estudiado diversos SNPs con el fin de encontrar genes que contribuyan de diferentes
maneras al desarrollo de padecimientos. Se sospecha que algunos alelos polimorficos causan
diferencias en la funcién del gen y en la proteina resultante, o alteran la regulacion del mismo y esto
contribuya de alguna manera al desarrollo de una enfermedad, aunque algunos polimorfismos
parecen resultar inocuos. Estos polimorfismos se han utilizado como marcadores genéticos para

determinar la existencia de polimorfismos funcionales (Pui-Yan Kwok, 2003).

Dentro de los SNPs que se han asociado con diversos padecimientos se encuentran el
cambio de guanina por timina de la eNOS G894T y el cambio de citosina por timina de la MTHFR
C677T, los cuales se han visto involucrados con la regulacién del tono vascular por lo que se ha
estudiado y comprobado su relacién con patologias cardiovasculares e hipertension arterial. Debido
a que la preeclampsia se debe principalmente a un aumento en la tension arterial, se ha propuesto el

estudio de estas variantes genéticas como un posible factor de riesgo a presentar preeclampsia.
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1.3 Sintasas de oxido nitrico

1. 3.1 Sintasas de oxido nitrico (NOS) y su importancia biologica

Las enzimas responsables de la formacion de NO son conocidas como sintasas de oxido
nitrico (NOS) (Philip y col,. 1993) que catalizan la conversion de L-arginina a L-citrulina
en presencia de oxigeno molecular. Las NOS presentan diferentes propiedades entre si,
dependiendo del tejido en donde se encuentran, lo que sugiere algiin tipo de metabolismo particular,

de acuerdo a la funcion en cada tipo de tejido.

El NO se origina a partir de la oxidacion de uno de los dtomos de nitrogeno terminales del
aminoacido L-arginina por las NOS, teniendo a N°-Hidroxi-L-arginina (NHA) como intermediario

(Hemmens y Mayer, 1997) (fig.1).

La degradacion del NO se da por la accion del anién superdxido, que es producido bajo
condiciones fisiologicas como parte normal del metabolismo y puede reaccionar con otras especies

reactivas de oxigeno o ser degradado por la enzima superéxido dismutasa a perdxido de hidrégeno

y oxigeno.
@ &

HN.__2NH, H,N.  “N-OH 0. NH;

NH 0, N 0 NH

_ + *N=0
1.0 NADPH ~ 0.SNADPH N

Ho0 Hy0 3
®_A_ © @ A_ O I
H.N Coo H.N Co0 H.N Coo

L-arginina NChidroxi-L-arginina L-citrulina  o6xido nitrico

Figura 1. Reaccion de las enzimas sintasas de éxido nitrico (NOS).
Las NOS catalizan la  conversién de  L-arginina en L-citrulina en
presencia de Nicotinamida Dinucledtido Fosfato reducido (NADPH) y
oxigeno molecular, todas las NOS utilizan L-Arginina como sustrato.
(Hemmens y Mayer, 1997)
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La familia de las NOS humanas esta formada por tres diferentes isoformas que comparten
un 51-57% de homologia, producidas por diversos genes, con diferente localizacion, regulacion,
propiedades cataliticas y sensibilidad a inhibidores. Estas isoformas han sido referidas a la
nomenclatura mas comin: nNOS (también conocida como tipo I, NOS-1) referida a la isoforma
primordialmente encontrada y predominante en tejido neuronal, iNOS (también conocida como tipo
II, NOS-2) referida a la isoforma que es inducible en un amplio rango de células y tejidos y eNOS
(también conocida como tipo I, NOS-3) referida a la isoforma primordialmente encontrada en
células del endotelio vascular (tabla 1). Estas isoformas eran anteriormente diferenciadas basandose
en su expresion constitutiva (eNOS y nNOS) e inductiva (iNOS) y en su dependencia de calcio
(eNOS y nNOS) o independencia (iNOS) (Wendy y col, 2001).

Tabla 1. Caracteristicas de las isoformas de las sintasas de 6xido nitrico humanas

Isoforma Abreviatura Locus Longitudy  Proteina Expresién Dependencia Expresion
constitucién aCa® en tejidos
del gen
NEURONAL  nNOS 12q24.2- 200 kpb 1434 aa Constitutiva  Dependiente  Células
Tipo | 129243 Zzsgif:fo::c:s L neuronales y
de misculo
esquelético
INDUCIBLE  iNOS 1 7cen- 37 kpb 1203 aa Inducible Independiente  Musculo liso,
Tipo Il 17q11.2 .if’ s 133k ediante macréfagos,
proceso miocitos,
inflamatorio neutréfilos.
ENDOTELIAL eNOS 7q35- 21-22 kpb 1203 aa Constitutiva  Dependiente  Células
Tipo 111 7436 ,f:‘ el 13 KDe endoteliales,
epiteliales y
de misculo
liso

(Hemmens y Mayer, 1997, Wendy y col, 2001)
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Las NOS tienen una estructura formada por dos dominios principales: el dominio oxigenasa
en el extremo amino terminal que contiene sitios de union a tetrahidrobiopterina (BH,) y a L-
arginina, mientras que el dominio reductasa contiene sitios para Flavina Mononucleétido (FMN),
Flavina Adenina Dinucleétido (FAD) y Nicotinamida Dinucledtido Fosfato reducido (NADPH)
(Alderton y col, 2001) (fig. 2).

NI ARG HEM BIH. FMN FAD NADPH COOH

Al el s e cn it ],

DOMINIO OXIGENASA

DOMINIO REDUCTASA

Figura 2. Uniformidad en la estructura de los dominios de las éxido nitrico sintasas
Los dominios oxigenasa y reductasa son mostrados como cajas solidas en los que se
observa para el dominio oxigenasa el sitio de union al sustrato L-arg asi como para los
cofactores Hem y BH,(Alderton y col, 2001).

Las NOS son caracterizadas como citocromos P-;50 y como hemoproteinas ya que
requieren tetrahidrobiopterina (BH,), FMN Y FAD como cofactores y catalizan la oxidacién de L-
arginina, dependiente de NADPH, para formar NO y L-citrulina (Marsden y col, 1992; White y
Marletta, 1992) (fig.3).

I -Arginina
2

1.-Citrulina
NO

Figura 3. Reaccion catalizada por las oéxido nitrico sintasas
Los electrones son donados por NADPH al dominio reductasa de la enzima y
son llevados al dominio oxigenasa via FAD Y FMN., en este dominio los
electrones interactian con el hierro y BH, y esto activa el sitio catalitico de
la reaccion de oxidacion de L-arginina, generando citrulina y oxido nitrico
como productos. Los electrones que fluyen a partir del dominio reductasa
requieren la presencia de Ca’” y calmodulina ligados (Alderton y col,. 2001).
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Las NOS estan reguladas mediante la interaccion con calmodulina (CaM), lo cual resulta
necesario para la actividad enzimitica en las tres isoformas. La dependencia de Ca’* en la sintesis
de NO es notable en las enzimas nNOS y eNOS ya que, a diferencia de iNOS, requieren altas
concentraciones de Ca’". La unién de CaM incrementa la tasa de transferencia de electrones a partir

de NADPH a las flavinas del dominio reductasa (Fulton y col, 2001).

El NO es una molécula mensajera ubicua, que se encuentra involucrada en diversas
funciones tales como el proceso de angiogénesis y permeabilidad vascular (Fukumura y col, 2001),
también participa en el control de la agregacion plaquetaria y la agregacion leucocitaria a endotelio,
asi como en la regulacion de la actividad mitética de células de musculo liso, el tono vascular, la
quimiotaxis monocitica, que representan funciones de importancia fundamental en la fisiologia

cardiovascular.

El oxido nitrico dilata todo tipo de vasos sanguineos por la estimulacién de la guanilato

ciclasa soluble y el incremento de cGMP en células de misculo liso (fig. 4).

citocinas

célula blanco

Figura4.  Activacion de las sintasas de o6xido nitrico en el endotelio.
La activacion por flujo sanguineo es dependiente de calcio por parte de la
eNOS, convirtiendo la L-arginina a L-citrulina, liberando en la
reaccion oxido nitrico y la produccion subsiguiente de cGMP.



Ma del Rocio Judrez Veldzquez 9

1.3.2 Sintasa de d6xido nitrico endotelial

La sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS) es una enzima constitutiva de 1203
aminodcidos y un peso molecular de 133 kDa (Bredt y Snyder, 1989); esta isoforma es responsable
de la homeostasis cardiovascular, regulacion de la presion sanguinea y angiogénesis (Fulton y col,
1999). Esta sintasa de Oxido nitrico es una proteina de membrana que esta localizada en células
especializadas y sus microdominios de superficie estan implicados con procesos de transduccion de
sefiales. La eNOS es una proteina periférica de la membrana celular, que aunque no tiene alguna
fraccion hidrofobica transmembranal, se encuentra localizada principalmente en microdominios
especializados denominados caveolas que se caracterizan por la presencia de la proteina caveolina.
Las caveolas son pequefias invaginaciones de la membrana plasmatica (Karantzoulis-Fegaras y col,

1999), tiene presentes algunos receptores e inclusive proteinas G (Arnal y col,, 1999).

La enzima eNOS es una NADPH-oxidasa dependiente de calcio, el NO producido por esta
isoforma regula el tono vascular mediante una via de sefializacion dependiente de cGMP, ademis el

NO tiene efectos independientes de cGMP dentro de la vasculatura (Wang y col, 2000).

De las tres isoformas principales de las NOS, la eNOS es la Gnica que esta sujeta a N-
miristoilacion co-traduccional, y palmitolacion de cisteinas post-traduccionalmente. Ambos
procesos son necesarios para la localizacion subcelular de la enzima en la periferia del aparato de
Golgi (Sessa er al. 1995) y en las caveolas (Fulton y col, 1999), mientras la miristoilacion del
residuo de glicina en la posicion 2 es irreversible, la palmitoilacion de las cisteinas 16 y 26 es
reversible (Hemmens y Mayer, 1997). Probablemente la depalmitoilacion contribuye a la

disociacion de la enzima de la caveola (Arnal y col, 1999).
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1.3.3 Polimorfismos del gen de la 6xido Nitrico Sintasa endotelial

Se han reportado diversos polimorfismos genéticos dentro del gen de la eNOS con un papel
en la susceptibilidad de diferentes padecimientos, entre ellos se encuentran T786C, A922G y
T1468A, que han sido asociados con espasmos coronarios (Marsden y col, 1992). Existe una
variante polimérfica que consiste en un cambio en el nimero de repetidos de 27 pb en el intron 4, la
cual se encuentra correlacionada junto con el tabaquismo en el aumento de riesgo a padecer

enfermedades coronarias (Philip y col, 1993).

Un polimorfismo en el exén 7 del gen humano eNOS G894T (Glu298Asp) corresponde a
una sustitucion de aminodcido glutdmico por aspartico. Se ha descrito una asociacion entre el
polimorfismo Glu298Asp y el infarto agudo al miocardio (Shimasaki y col, 1998), asi como su

presencia como factor de riesgo a padecer enfermedades coronarias y arteriales.

Se cree que los polimorfismos dentro de los exones del gen NOS3 en pacientes con
enfermedades coronarias o hipertension pueden afectar la funcién de la eNOS (Tesauro y col,
2000); tal como ocurre con el cambio Glu298Asp. Esta variante parece aumentar el rompimiento
intracelular de la eNOS en condiciones de acidez (Fairchild y col, 2001), debido a la creacion de
una union labil entre el Asp™ y la Pro™, particularmente en el carboxilo o del Asp®®. Es posible
que este cambio produzca una proteina labil in vivo, por lo que se puede dar una disminucion en la
produccién de oxido nitrico derivado de la reaccidn catalizada por la eNOS; ain cuando no se
descarta la posibilidad de que este cambio de aminoacido puede estar afectando de alguna manera la

union de esta enzima con otras proteinas.
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1.4 Metilentetrahidrofolato reductasa

1.4.1 Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y su importancia biolégica

Otra de las enzimas que se ha relacionado con la preeclampsia es una proteina
citoplasmatica dimérica conocida como MTHFR. En el amino-terminal de esta enzima se han
localizado determinantes de union de FAD, NAD(P) y 5, 10- metilentetrahidrofolato; el dominio
carboxilo-terminal regula la actividad enzimatica en respuesta a la demanda de adenosilmetionina y

contiene el sito de ligacion al inhibidor alostérico (fig. 5) (Brian y col, 1999).

NH, NAD/FADMTHF .| cooH
MTHFR
5,10-metilentetrahidrofolato 5-metiltetrahidrofolato

Figura 5. Representacion esquemitica de la estructura de los dominios de la MTHFR.
En la figura se muestra el sitio de unién al NAD, FAD y al sustrato
metilentetrahidrofolato en la region amino terminal.

El gen de la 5, 10-metilentetrahidrofolato reductasa esta localizado en el cromosoma 1 en la
banda 1p36.3 y esta conformado por 11 exdnes cuya secuecia de cDNA es de una longitud de 2.2
kilobases (Gollete y col, 1998 y Lorenzo y col, 2000 ). Este gen codifica para una proteina de 656
aminoacidos (Derval y col, 2000). En humanos, el producto mayoritario del gen MTHFR
cataliticamente activo es una proteina con un peso de 77 kDa , aunque una isoforma menor de

aproximadamente 70 kDa ha sido observada in vitro (Rozen, 1997).

La enzima MTHFR cataliza la reaccion de reduccion del 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato, forma predominante de donador de folato y metilo para la remetilacion

dependiente de vitamina B-12 de la homocisteina a metionina (fig. 6) . La metionina es convertida a
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S-adenosilmetionina, que es el donador de metilo utilizado en numerosas reacciones por las cuales
se metilan substratos como ADN, ARN, hormonas y lipidos. El 5,10-metilentetrahidrofolato es
esencial para la generacion de purinas y pirimidinas, la MTHFR es la enzima clave en la regulacion

de la metilacion y la sintesis de acidos nucleicos (Derval y col, 2000).

, biosintesis de | 5,10 metilentetrahidrofolato
X M = MTHFR
o il i
s = cistationina
S e
I/...-/ . P
.'/
5.10 metilen- 5 menl- /’ cistationina sintasa de
tetrahidrofolato tetrahidrofolatr vitamina By
— homocisteina s
A e ™
¥, " ™
e 0 = metionin sintasa
tetrahidrofolato - de vitamina B,;, MSR S-adenosil-
homocisteina
o 3 et
/( metionina 4 // i
/ Metil- / /' metilacién
transferasa S ADN
= proteinas
\\ —— ) s . lipidos
acido folico Sooaooke: Yoo
metionina o
receptores de acido folico ADN, proteinas, lipidos

Figura 6. Esquematizacion de la participacion de la MTHFR en diversas rutas metabdlicas.
Simplificacion de las rutas metabolicas en las que esta involucrada la 35, 10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), MSR, metionin sintasa reductasa (Derval y
col, 2000).

Cuando la actividad de la enzima MTHFR es disminuida hay una acumulacion de
homocisteina en sangre lo que se conoce como hiperhomocisteinemia, que ha sido relacionada con
alteraciones vasculares y hematologicas (tabla 2) lo que se refleja en afecciones coronarias e

hipertension arterial (Kluijtmans y col, 1997 y Morita y col, 1997).
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Tabla 2. Alteraciones vasculares y hematolégicas causadas por la hiperhomocisteinemia

Células endoteliales agraviadas

Deterioro de la vaso dilatacion dependiente de endotelio
Deterioro del activador endégeno del plasminogeno

Incremento en la agregacion plaquetaria

Incremento en la sintesis de tromboxano A,
Decremento en la sintesis de protaciclinas

Anormalidades de la fibrinolisis (cascada de coagulacion)
Activacion de los factores de coagulacion V, X y XIII

Inhibicion de antitrombina 111 y factor C (anticoagulantes naturales)
Incremento en los niveles de fibrinégeno

(James y col, 1998)

1.4.2 Polimorfismos del gen de la Metilentetrahidrofolato reductasa

Diversas mutaciones del gen MTHFR (Meter y col, 2002) han sido asociadas con una
deficiencia severa de MTHFR, hiperhomocisteinemia, homocistinuria, neuropatia periférica,

hipotonia y trombosis (Kluijtmans y col, 1996; Gollete y col, 1998; Sibani y col, 2000).

El polimorfismo del exon 7 A1298C, resulta en una substitucion de aminoacido (glutamato
por alanina) en la enzima (Viel y col, 1997 y Van der Put y col, 1998), que deriva en una actividad

disminuida (Van der Put y col, 1998 y Weisberg y col, 1998).

El polimorfismo C677T da como resultado una sustitucion de aminoacido (alanina por
valina) en la enzima (Frosst y col, 1995; Rozen y col, 1997). Esta sustitucion produce una enzima
termo labil por lo que su actividad es reducida a 37° C o mas (Frosst y col, 1995). Se ha observado
que las personas homocigotas para el alelo C677T, presentan un incremento en los niveles
sanguineos de homocisteina (Rozen y col, 1998), y en consecuencia una mayor probabilidad de

riesgo cardiovascular ( Kluijtmans y col, 1997 y Morita y col, 1997).
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2. Justificacion

Existen diversos polimorfismos genéticos implicados en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Debido a su importancia epidemioldgica, es importante conocer la frecuencia de
estos polimorfismos en poblaciones con caracteristicas diferentes como son la mestiza e indigena
mexicanas; de la misma manera es importante el estudiar grupos de riesgo como es el caso de las
mujeres con preeclampsia, considerando que éste ultimo es uno de los desordenes mas serios del
embarazo que afecta entre el 4-5% de las mujeres gestantes y que es considerada la causa principal

de muerte materna y perinatal.

3. Objetivos

Objetivo General

§ Estudiar los polimorfismos G984T del gen de la eNOs y C677T del gen de la MTHFR,

para establecer su relacion con la preeclampsia.

Objetivos Particulares

§ Formar un banco de ADN de poblacion mestiza mexicana y poblacion indigena maya para

ser utilizado en diversos estudios sobre polimorfismos genéticos.

§ Conocer la frecuencia del polimorfismo G894T del gen eNOS en poblacion mestiza e

indigena maya mexicanas.

§ Conocer la frecuencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en poblacién mestiza e

indigena maya mexicanas.

§ Conocer la frecuencia de los polimorfismos eNOS G894T y MTHFR C677T en mujeres

mayas con embarazo normal y con preeclampsia.

§ Determinar si los polimorfismo eNOS G894T y MTHFR C677T constituyen un factor de

riesgo para la preeclampsia.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Poblaciones de estudio

Las diferentes poblaciones utilizadas en este estudio fueron:

§ Poblacién mestiza

Conformada por 101 individuos de sexo masculino y femenino
§ Poblacion maya

Conformada por 72 adultos de sexo masculino y femenino.

§ Grupo Control.

109 Mujeres mayas gestantes sin complicaciones durante el desarrollo del embarazo y

posterior al parto.

§ Grupo Problema

61 Mujeres mayas gestantes que durante el embarazo o posterior al parto se les diagnosticé

preeclampsia cuyas caracteristicas clinicas fueron:
Tension arterial sistolica mayor a 140 mmHg
Tension arterial diastolica mayor a 90 mmHg

Eliminacién de proteinas en orina (tabla 3)

Las muestras de la poblacion mestiza, fueron recolectadas en el Laboratorio de

Investigacion en Genética Humana del hospital de pediatria en el Centro Médico Nacional

SXXL

Las muestras de la poblacion maya, fueron recolectadas en el Centro de Investigaciones

Regionales Hideyo Noguchi de la Universidad Autonoma de Yucatan.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de mujeres mayas con preeclampsia

Edad Tension  Tension Indice de  Proteinuria Antecedentes Preeclampsia
arterial  arterial masa de previa
sistolica diastélica  corporal preeclampsia
mmHg mmHg

Grupo 22.5 146.7 96.05 28.07 Positivo 5.4% 32%
problema  +3.85  +4.38 +3.14 +3.32
Valores 110 70 22-25 Negativo

normales

Previo consentimiento con permiso firmado se obtuvieron 5ml de sangre periférica de las

diferentes personas que conforman nuestros grupos de estudio.
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4.2 Extraccion de ADN

La muestra de sangre periférica anticoagulada con EDTA se centrifugé a 3500 rpm por 15
minutos, se obtuvo la interfase de leucocitos por aspiracion con un bulbo a través de una pipeta
pasteur. Se realizaron de 2 a 3 lavadas del paquete de células blancas con el objetivo de eliminar los
eritrocitos que se encontraban en el paquete celular, estos lavados se realizaron con solucion de lisis
RCLB (del inglés: Red Cell Lysis Buffer; TRIS 10 mM pH 7.6, MgCl, 5mM y NaCl 10m M). Las
células blancas se resuspendieron en 60 pl de NaCl 5mM, y se agregaron 90 pl de SDS al 10% con
el fin de romper las membranas de las células. Se agit6 vigorosamente con ayuda de un vortex, y se
dejo incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 600 pl de NaCl
saturado, para precipitar las proteinas y restos celulares producto de la lisis, se mezcld por pipeteo
con punta ancha y se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd
por 15 minutos a 15000 rpm, recuperando el sobrenadante, ya que en este se encuentra el ADN en
solucion. EI ADN se precipité con dos voliumenes de etanol absoluto, con respecto al volumen
recuperado a partir de la centrifugacion. Se dejé reposar para permitir que el DNA precipitara por
completo y posteriormente se eliminé el sobrenadante. Con el fin de eliminar el exceso de sales y
obtener un ADN limpio, se hicieron de 2 a 3 lavados con Iml de etanol al 75%, se centrifugé y se
eliminod el etanol dejando secar el ADN para posteriormente solubilizarlo con agua estéril, en un

volumen dependiente de la cantidad de ADN extraido.

Se realizo una dilucion 1:50 del ADN y se determino su concentracion por
espectrofotometria, midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280 nm. La lectura
dada a longitud de onda de 260 nm se multiplicé por un factor de 2500 que se obtiene a partir de la
multiplicacion de la dilucién por la constante de una densidad 6ptica igual a 50 ng de ADN . Con la
relacion de absorbancias 260/280 se determind la pureza de la muestra que en condiciones 6ptimas
debe ser de 1.8 a 2.0, valores inferiores indican contaminacion con proteinas, mientras que valores
superiores indican contaminacion por ARN. Finalmente se observo la integridad del ADN,
corriendo 1pl de ADN en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a 120 Volts durante 15

min. Todas las muestras se ajustaron a una concentracion de 100 ng / pl.
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4.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para realizar el analisis del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS, se amplificé el exon 7 del
gen, con los oligonucleotidos: 5>-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’ (para la cadena sentido)
y 5~ AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC- 3 (para la cadena antisentido). Las condiciones de
reaccion fueron: 200 ng de ADN gendmico, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 10 pmol de
cada primer, 0.2 mM de dinucleotidos trifosfatados (dNTP’s), 3 mM de cloruro de magnesio, 50
mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un volumen final de 25
pl. La PCR consistié de una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 33 ciclos
conformados por desnaturalizacion de 30 segundos a 94°C, alineamiento 30 segundos a 60° y
extension de 30 segundos a 70°C. Se comprobé la amplificaciéon corriendo 3ml del producto de
PCR (206 pb) en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio a 120 Volt durante 15

minutos.

4.4 RFLPs

La variante Glu298Asp puede ser reconocida por endonucleasas debido a que la mutacion
ocasiona un cambio en el sitio de reconocimiento para enzimas de restriccion. Al digerir el
producto de PCR con un tamafio de 206pb, la enzima Banll reconoce el alelo silvestre (G en la
posicion 894) generando fragmentos de 124 y 82 pb, mientras que Mbol reconoce el alelo mutante
(T en la posicion 894) generando fragmentos de 119 y 87 pb. La secuencia de reconocimiento de

las enzimas Banll y Mbol se muestra en la figura 7.

Ban Il {silvestre)

| 124 + 82 = 206 pb
894 Mbol (mutante)
5* -CCAGATGAGTCCCCCAGAA— 3’ ALEEE =110 ph

|

Figura 7. Sitios de reconocimiento al corte con las enzimas Banll y Mbol

(Flores-Segura, 2003).
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Para el analisis del polimorfismo Glu298Asp del gen de la eNOS se dividio en producto de
PCR en volimenes iguales, para su digestion con las enzimas de restriccion Banll y Mbol,
respectivamente, la restriccion se realizo durante 16 horas a 37° teniendo las siguientes condiciones
de reaccion: 10 pl del producto de PCR, cuatro unidades de endonucleasa, 2.5 ul de 1x NEB Buffer
4® para Banll y 1x NEB Buffer 3® para Mboll a un pH de 7.9 y agua para llegar a un volumen
final de 25 pl. El Buffer 4® esta conformado por 50 mM acetato de potasio, 20 mM Tris acetato, 10
mM acetato de magnesio y | mM DTT. La conformacion del Buffer 3® es 100 mM cloruro de

sodio, 50 mM Tris acido clorhidrico, 10 mM cloruro de magnesio, | mM DTT.

Los productos de digestion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% a 80-90

volts durante 30min revelado con bromuro de etidio.

4.5 PCR- Tiempo real (Tagman ®)

El ensayo de la 5° exonucleasa o Tagman ®, utiliza la propiedad de la polimerasa de 5’
exonucleasa, en donde se utilizan dos sondas de ADN las cuales tienen las secuencias
pertenecientes a los polimorfismos a estudiar, estas sondas tienen en el 5 un marcador fluorescente
de distinta naturaleza y en el 3" un apagador con el cual absorbe la fluorescencia emitida por el

marcador.

La reaccion de la 5° exonucleasa consiste en un PCR convencional (Fig. 8), en el cual al
desnaturalizar el ADN se permite que las sondas se apareen con su secuencia blanco,
posteriormente se alinea el oligonucledtido y comienza el alargamiento del producto de PCR, en el
momento que la polimerasa se encuentra con la sonda apareada en la secuencia blanco de ADN, la
enzima comienza su accion de exonucleasa, rompiendo la sonda y liberando al marcador
fluorescente o reportero del apagador que comienza a emitir fluorescencia; posteriormente la sonda

es degradada por completo y finaliza la extencion del producto.
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Figura 8. Reaccion de Tagman (5’ exonucleasa)

Representacion grdfica de los diferentes pasos involucrados en
la reaccion de TagMan.

La sefial emitida por el reportero (fluoréforo) especifico de cada sonda (VIC para la sonda

silvestre y FAM para la sonda con la mutacion) es detectada en cada uno de los ciclos de la reaccion

mediante el software ABI prism 7000 SDS® para realizar posteriormente la discriminacion alelica

(fig. 9) mediante la cuantificacion de la fluorescencia emitida por cada una de las muestras. El

equipo ABI PRISM ® 7900HT, fotografia esta fluorescencia y presenta la agrupacion de las

muestras segn la sonda que se apareo con la secuencia de ADN analizado (fig. 9).
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Figura 9. Discriminacion Alelica mediante el Software ABI PRISM 7000 SDS ®
Discriminacion alelica del ensayo de 5'exonucleasa en donde el alelo X
corresponde a la secuencia tipo silvestre (sonda marcada con VIC) y el alelo
Y corresponde a la secuencia con la mutacion (sonda marcada con FAM).
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Las condiciones de reaccion para el estudio del polimorfismo C677T de la MTHFR fueron:
20 ng de ADN. 1.25 pl de SNP Assay Mix 10x ® (oligos y sondas marcadas con diferentes
fluoroforos), 6.25 ul de TagMan Universal PCR Master Mix® (Taq polimerasa, dNTP’s, buffer,

cloruro de magnesio), con un volumen final de 12.5 pl.

La reaccion de PCR consistio de una activacion de la polimerasa por 10 minutos a 95°C,
seguida de cuarenta ciclos que residen de 15 segundos de desnaturalizacion a 92°C y 1 minuto de
alineacion / extension a 60°C. Los oligonucleotidos utilizados para el analisis del polimorfismo
Ala226Val de la MTHFR fueron: 5’-GCACTTGAAGGAGAAGGTGTCT-3" (para la cadena
sentido) y 5’-CCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATG-3’ (para la cadena antisentido). Las sondas
utilizadas en el ensayo fueron las siguientes: 5° ~ATGAAATCGGCTCCCGC-3" marcada con el
fluoroforo VIC, la cual empalma con la secuencia silvestre y 5° -ATGAAATCGACTCCCGC -3’

marcada con el fluoréfofo FAM que se aparea con la secuencia que presenta la mutacion.

Para validar el método de PCR tiempo real se secuencié el producto de PCR de dos
muestras que daban sefal con diferente fluoréforo y se realizé la secuenciacion automatica del
producto de PCR de estas muestras para corroborar que la sonda marcada con VIC identificaba el

alelo silvestre y la sonda marcada con FAM identificaba el alelo mutado.

Para la secuenciacion se amplificé un producto de PCR de 61 pb con las siguientes
condiciones de reaccion: 200 ng de ADN, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 5 pmol de cada
primer, 0.2 mM de dNTP’s, 3 mM de cloruro de magnesio, 50 mM de cloruro de potasio, 20mM de
Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un volumen final de 25 pl. La PCR consistié de una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 25 ciclos conformados por
desnaturalizacion de 30 segundos a 94°C, alineamiento 30 segundos a 60°C y extension de 30

segundos a 60°C.

El producto de PCR se purifico a partir de gel de agarosa al 2%, del cual se cort6 la banda
correspondiente al producto de PCR y se colocd en un tubo de 1.5 ml y se cubrié con Buffer TE
1X y se agito a temperatura ambiente por 16 horas, se recupero el buffer que contenia al ADN en
un tubo nuevo al cual se el agrego 1 pl de glicogeno y acetato de sodio para una concentracion final
de 0.3 M mas dos volimenes de etanol absoluto. Se mezclé e incubd por 15 minutos a 4°C,

posteriormente se centrifugo 15 minutos a 15000 rpm, se desechd el sobrenadante y se lavo el
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sedimento con 500 pl de etanol al 70% , se centrifugd 15 minutos a 15000 rpm, se deseché el
sobrenadante y el sedimento se resuspendid con 30 pl de agua estéril. Posteriormente se realizo la
reaccion de secuenciacion con 4 pl de Big Dye, 30ng de ADN purificado, 2 pl Buffer, 3.2 pmol de

oligo para la cadena antisentido y agua estéril para completar un volumen final de 20 pl.

La reaccion de PCR para secuenciar consté de desnaturalizacion inicial 5 minutos a 96°C,
seguido de 25 ciclos, cada uno con las siguientes caracteristicas: 10 segundos a 96°C, 5 segundos a

60°C y cuatro minutos a 60°C.

4.6 Analisis Estadistico

Para el anilisis estadistico de los resultados obtenidos a partir de los diversos grupos de
estudio se realizd la prueba de X* (chi-cuadrada) con el programa SPSS version 12.0. Esta prueba
permite saber si las frecuencias observadas difieren significativamente entre diferentes grupos con

un intervalo de confianza del 95%.

Para establecer si la presencia de las variantes estudiadas en este trabajo representan un
incremento de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en poblacion maya, se estimo la razén de
probabilidades (OR) Odds Ratio = A/A vs. A/B + B/B, siendo A el polimorfismo silvestre y B el
polimorfismo que corresponde a la mutacion, en esta prueba se utiliz6 un intervalo de confianza del
95%.
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5. Resultados
5.1 Analisis del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS

La frecuencia del polimorfismo Glu298Asp, del gen de la eNOS se analizé con muestras de
101 mestizos, 68 mayas, 109 mujeres con embarazo sin complicaciones y 59 mujeres con
preeclampsia. El analisis se realizo mediante la restriccion del producto de amplificacion por PCR
de 206pb del exon 7 de la eNOS (fig. 10). El patron de retriccion obtenido por la digestion del

producto de PCR mediante las enzimas Banll y Mbol, se muestra en la figura 11.

100pb—

Figura 10. Electroforesis representativa del producto de PCR en gel de Agarosa al 2%.
M: marcador de peso molecular de 100pb, CN: control negativo sin ADN, 1,234y 5
amplificacion de 206 pb del exén 7 del gen eNOS de diferentes muestras.

Figura 11. Determinacion genotipica del polimorfismo Glu298Asp presente en el exén 7
de la eNOS.
Electroforesis de los productos de PCR digeridos con las enzimas de restriccion
Banllfa) y Mbolih). M: escalera de 100 pb; A: homocigoto Glu298(G/G); B:
homocigoto Ala298(T/T); C: heterocigoto Glw/Asp (G/T).
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En la poblacion mestiza la frecuencia genotipica para el polimorfismo Glu298Asp del gen
eNOS fue de 75.6% para Glw/Glu, 22.5% para Glu/Asp y 1.9% para Asp/Asp con una distribucion
alelica de 87% para Gluy 13% para Asp . En poblacion Maya las frecuencias genotipicas fueron
del 80.8% para Gluw/Glu, 19.1% para Glu/Asp y 0% para Asp/Asp con distribucion alelica del 90%
para Glu y 10 para Asp (Tabla 4).

No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas (X gos0,=1.76,

p=0.184) y alélicas (X’q95%=1.12, p =0.289) entre las poblaciones mestiza y maya .

Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alelicas del polimorfismo Glu298Asp del gen de la eNOS en
poblacién mestiza e indigena mexicanas.

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Poblaciéon Gluw/Glu  Glu/Asp  Asp/Asp Total Glu Asp Total
(%) (%) (%) (%)
Mestiza 76 23 2 101 175 27 202
(75.6) (22.5) (1.9) (87.0) (13.0)
Maya 55 13 0 68 123 13 136
(80.8) (19.1) (90.0) (10.0)
Xaos=1.76, p =0.184 X5 =1.12, p =0.289

En el grupo control (mujeres mayas con embarazo normal) la frecuencia genotipica del
polimorfismo Glu298Asp del gen eNOS fue de 71.5% para Gluw/Glu, 28.5% Glu/Asp y 0% para
Asp/Asp, con distribucion alelica de 88.7% para Glu y 14.3% de Asp. En el grupo de riesgo
(mujeres mayas con preeclampsia) se obtuvo una frecuencia de 62.7% homocigotos para Glu298,
30.5% heterocigotos y 6.8% para homocigotos Asp298, con una distribucion alelica de 78% para el
alelo Glu y 22% para el alelo Asp.

Al comparar la distribucion genotipica del polimorfimo Glu298Asp entre el grupo de
mujeres mayas con embarazo normal y mujeres mayas con preeclampsia (tabla 5) muestran
diferencias significativas (X’ys, = 7.88, p =0.019); mientras que la distribucion alélica no

presenta diferencias significativas entre estos grupos (X2ges = 3.31, p =0.068).
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Tabla 5. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Glu298Asp del gen de la eNOS en
mujeres con embarazo normal y mujeres con preeclampsia .

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas

Poblacion Glu/Glu  Glu/Asp  Asp/Asp Total Glu Asp Total
(%) (%) (%) (%)

ME 78 31 0 109 187 31 218
(71.5) (28.5) (85.7) (14.3)

MP 37 18 4 59 92 26 118
(62.7) (30.5) (6.8) (78.0) (22.0)

X0 = 7.88, p=0.019 X =3.31,p=0.068

ME= Mujeres con embarazo normal.
MP= Mujeres con preeclampsia.

Se compararon las frecuencias alélicas de las poblaciones analizadas en este estudio con las
reportadas por diversos autores (tabla 6). Tanto la poblacién mestiza e indigena presentaron
diferencias significativas con las poblaciones caucésicas, encontrando una frecuencia alélica
Glu298 mas elevada en las poblaciones mestiza y maya (p < 0.05). Por otro lado, es interesante
mencionar que la poblacién maya y asiatica (Japon) no muestran diferencias (p < 0.2) mientras que

entre la poblacién mestiza y la asiatica si hay diferencias significativas (p < 0.025).

Se calculd la razon de probabilidades (OR= odds ratio) asumiendo un efecto dominante del
alelo Asp298, del gen de la sintasa de oxido nitrico X:aw =788, p =0.019. Se encontré un
aumento en la probabilidad de desarrollar preeclampsia en presencia del alelo Asp298 del gen de la
eNOS (Odds Ratio = (Glu/Glu vs. Glu/Asp + Asp/Asp) =1.49, a 95%, intervalo de confianza =
0.764-2.929, p = 0.2388).

Tabla 6. Frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de gen de la sintasa de éxido nitrico en
diferentes poblaciones.

Poblacién: Glu Asp- Referencia "
Mestizos (México) 0.86 0.14 Rosas-Vargas y col, 2003.
Huastecos (México) 0.88 & 012 Rosas-Vargas y col, 2003, -
Mayas (Meéxico) 0.94 0.06 Rosas-Vargas y col, 2003.
Mayos (México) 0.92 0.08 Rosas-Vargas y col, 2003.
Caucasicos (Inglaterra) 0.69 0.31 Ignoran y col, 1999.
Caucasicos (Australia) 0.67 0.33 Cai y col, 1999.

Asiaticos (Japon) 0.96 0.04 Yoshimura y col, 1998.
Mestizos (México) 0.87 0.13 Presente estudio

Mayas (México) 0.90 0.10 Presente estudio
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5.2 Analisis del polimorfismo Ala226Val de la MTHFR

La frecuencia del polimorfismo Ala226Val, del gen de la MTHFR se analizo en 101
mestizos, 72 mayas, 109 mujeres con embarazo sin complicaciones y 61 mujeres con preeclampsia.
El analisis se realizé mediante el ensayo de la 5’exonucleasa por PCR tiempo real, con la utilizacién
de dos sondas de secuencias complementarias a cada uno de los alelos Ala226 (silvestre) y Val226
(mutado), marcadas con fluoroforos diferentes.

Las curvas de amplificacién correspondientes a un homocigoto Ala226, un heterocigoto y
un homocigoto Val226 se muestran en la figura 12. La discriminacion alélica se realiza

posteriormente a la PCR como se describe en materiales y métodos.
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Figura 12. PCR tiempo real para el analisis del polimorfismo Ala226Val de MTHFR.
a) Curva de amplificacion de un homocigoto Val 226 que identifica la sonda marcada con
FAM . b) Curva de amplificacion de un heterocigoto ¢) Curva de amplificacion para un
homocigoto Ala 226que identifica la sonda marcada con VIC.
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La secuenciacion de las dos muestras que daban sefial con los diferentes fluoroforos
resultoden que la sonda que aparea con la secuencia silvestre esta marcada con VIC y la sonda que
aparea con la secuencia que contiene la mutacion se encuentra marcada con FAM lo que se muestra

en la figura 13.

CaC TOOCGCAG AC CGACIOIGCAGAC
%] C 30

a) b)

Figura 13. Validacion de las sondas utilizadas en el ensayo de TaqMan.
a) ATGAAATCGGCTCCCGC Secuencia de un alelo silvestre (MTHFR)
identificado con la sonda marcada con VIC.

b) ATGAAATCGACTCCCGC Secuencia de un alelo mutante (MTHFR)
identificado con la sonda marcada con FAM.

En la poblacion mestiza la frecuencia genotipica para el polimorfismo Ala226Val del gen
MTHFR fue de 27.7% para Ala/Ala, 44.6% para Ala/Val y 27.7% para Val/Val con una
distribucion alélica de 50% para Ala y 50% para Val. En poblacion maya las frecuencias
genotipicas fueron del 16.6% para Ala/Ala, 45.8% para Ala/Val y 37.5% para Val/Val con
distribucion alélica del 40% para Alay 60% para Val (tabla 7).

Mediante el analisis estadistico de los datos por la prueba de X* no se encontraron
diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas (X o5, = 3.50, p = 0.061) y alélicas

(XKoo =3.67 ,p = 0.055) entre las poblaciones Mestiza y Maya.
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Tabla 7. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Ala226Val del gen de la MTHFR
en poblacion mestiza e indigena mexicanas.

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Poblacion  Ala/Ala Ala/Val  Val/Val Total Ala Val Total

(%) (%) (%) (%) (%)

Mestiza 28 45 28 101 101 101 202
27.7) (44.6) (27.7) (50.0) (50.0)

Maya 12 33 27 72 57 87 144
(16.6) (45.8) (37.5) (40.0) (60.0)

X2 g95%=3.50, p=0.061 X950 = 3.67 .p = 0.055

La frecuencia genotipica del polimorfismo Ala226Val del gen MTHFR fue de 20.2% para
Ala/Ala , 45.9% Ala/Val y 33.9% para Val/Val en el grupo control (mujeres mayas con embarazo
normal), con distribucion alelica de 43.1% para Ala y 56.9% de Val., en el grupo con preeclampsia,
los genotipos se distribuyen con un 32.8% de homocigotos para Ala226, 52.5% para heterocigotos
y 14.7% para homocigotos Val226, y la distribucién alelica de la manera siguiente 59% para el

alelo Ala y 41% para el alelo Val (tabla 8).

Las distribuciones entre el grupo de mujeres mayas con embarazo normal y  mujeres
mayas con preeclampsia muestran diferencias significativas tanto en la distribucién genotipica

(X’uss% = 8.18,  p=0.016), como en la distribucion alélica (X’y950,= 7.91, p = 0.004) .

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alelicas del polimorfismo Ala226Val del gen de la MTHFR
en mujeres con embarazo normal y mujeres con preeclampsia.

Frecuencias genotipicas Frecuencias alelicas
Poblacion Ala/Ala  Ala/Val Val/Val Total Ala Val Total
(%) (%) (%) (%)
ME 22 50 37 109 94 124 218
(20.2) (45.9) (33.9) (43.1) (56.9)
MP 20 32 9 61 72 50 122
(32.8) (52.5) (14.7) (59.0) (41.0)
Xigos = 8.18, p=0.016 Xa0s5=7.91, p = 0.004

ME= Mujeres con embarazo normal.
MP= Mujeres con preeclampsia.
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La frecuencia del polimorfismo Ala226Val del gen MTHFR ha sido estudiada por diversos
autores en distintas poblaciones (tabla 9), al comparar las frecuencias alélicas de este polimorfismo
de diversas poblaciones mexicanas con las analizadas en este trabajo, no se encuentran diferencias
significativas (p < 1.0); mientras que con las poblaciones de caucasicos (Alemania) y asiaticos

(Japon) si se observan diferencias significativas (p < 0.025).

Tabla 9. Frecuencia del polimorfismo Ala226Val del gen metilentetrahidrofolato reductasa, en
diferentes poblaciones.

Poblacién Ala: Val i Referencia

Mestizos (Nuevo Leon) 0.64 0.36 ;‘[arlinez de Villarreal y col,
001.

Mestizos (Yucatén) 06y o e o 054 2 %ﬂ]ﬁﬂmywl,
Mestizos (Guadalajara) 0.56 0.44 Davalos y col, 2000.
Tarahumaras (Meéxico) 0.64 i 7036 Davalosy col,2000.
Purepechas (México) 0.42 0.58 Davalos y col. .2000.
Caucisicos (Alemania) 0.64 036 ~ Morita'y col, 1997. -
Asiaticos (Japon) 0.66 0.34 Prasmusito y col, 2002.
Mestizos (México) 0.50 0.50 :  Presente estudio

Mayas (México) 0.40 0.60 Presente estudio
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6. Discusion

En este estudio se analizo la frecuencia del polimorfismo G894T (Glu298Asp) del gen de la
eNOS y el polimorfismo C677T (Ala226Val) del gen de lJa MTHFR en poblacion mestiza e
indigena (maya) mexicanas; asi como su posible asociacion con el desarrollo de preeclampsia en

mujeres mayas.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de la
frecuencia del polimorfismo G894T del gen de la eNOS de las poblaciones mestiza y mayas; siendo
los homocigotos para el alelo silvestre Glu298 los que prevalecen sobre los genotipos heterocigotos
y homocigotos para el alelo mutado Asp298, en la poblacién indigena maya no se encontré ningiin
individuo homocigoto para el alelo Asp298; por lo que la variante alélica Glu298 se presenta en
mayor proporcion en estas poblaciones. Estos resultados coinciden con los observados en el trabajo
realizado por Rosas-Vargas ef al., 2003; en el cual se estudiaron diversas poblaciones mexicanas
ademas de las poblaciones mestiza y maya, en donde todas las diversas poblaciones mexicanas

mostraron mayor frecuencia del alelo silvestre Glu298 de la eNOS.

Asumiendo un efecto dominante del alelo Asp298, del gen de la sintasa de oxido nitrico el
andlisis de razon de probabilidades (OR= 1.47, a 95%) sugiere que el polimorfismo Glu298Asp de
eNOS es un factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas. A pesar de que el
incremento de las probabilidades OR es bajo, este constituye un factor de riesgo al tener un valor
mayor a uno. Esta conclusion se ve reforzada por el hecho de que el el genotipo homocigoto para el
alelo mutante Asp298 es nulo tanto en poblacién maya como en el grupo control de mujeres con
embarazo sin complicaciones, por lo que resulta importante resaltar que tinicamente en el grupo de
mujeres con preeclampsia se encontraron 4 individuos (6.8%) homocigotos para el alelo mutante
Asp298 del gen de la eNOS. Yoshimura y col, en 1997; encontré asociacion en la presencia de la
variante Glu298Asp del gen en de la eNOS en mujeres con preeclampsia severa en poblacion
asiatica, por lo que propone que la variante Glu298 Asp puede ser un marcador de incremento en el
riesgo a desarrollar preeclampsia severa. Estos resultados estin apoyados en lo observado por
Delacretaz y col, en 1995; el cual sugiere que el desarrollo de hipertension en el embarazo o

preeclampsia se debe a una inapropiada produccion de 6xido nitrico.
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Los resultados obtenidos a partir del analisis del polimorfismo C677T del gen MTHFR
confirman una alta frecuencia del alelo mutado para el polimorfismo Ala226Val, ya que se han
observado resultados similares en diferentes poblaciones mexicanas (Mutchinick y col, 1999), la
elevada frecuencia del alelo mutado Val226 del gen de la MTHFR a llevado a considerar la variante
C677T como un marcador genético para las poblaciones étnicas mexicanas (Gonzalez-Herrera y
col, 2002). En este estudio el genotipo heterocigoto es el que se muestra en mayor proporcion tanto
en poblacién maya como en poblacion mestiza, la proporcion de los genotipos homocigotos Ala226
y Val226 es idéntica en poblacion mestiza, por lo que la frecuencia de los alelos es la misma en esta
poblacion; la poblacion maya presenta una mayor proporcién del genotipo homocigoto mutado

Val226 reflejandose en las frecuencias alélicas, donde el alelo mutado Val226 es el que predomina.

La asociacion del polimorfismo Asp226Val del gen MTHFR con patologias
cardiovasculares, particularmente con preeclampsia dieron pauta para el estudio de una posible
asociacion de este polimorfismo con el desarrollo de preeclampsia que se caracteriza
principalmente por el aumento de la tension arterial durante el embarazo. En la poblacion analizada,
la mutacion C677T del gen MTHFR no se encontré asociada con un incremento en el riesgo a
desarrollar preeclampsia, de manera contraria a lo esperado, en el grupo de mujeres con
preeclampsia, se encontr6 en mayor frecuencia el alelo silvestre Val226 del gen MTHFR, esto se
puede atribuir al papel que juega el azar, en este tipo de estudios; retomando que la preeclampsia
es considerada una enfermedad multifactorial en donde no solamente influye la carga genética sino
que se ven involucrados otras determinantes como la interaccion con el medio en el que se
desarrollan, una mala nutricion , entre otras. En estudios reportados por diversos autores no se
encuentra una asociacion de la variante C677T del gen de la MTHFR en poblaciones caucasica,

asiatica y americana. (Kim Young y col, 2001 y Prasmusinto y col, 2002).
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7. Conclusiones

La presencia del alelo mutado para el polimorfismo G894T del gen de la sintasa de 6xido

nitrico es un factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas.

El polimorfismo C677T del gen metilentetrahidrofolato reductasa no esta asociado con el

desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas.

El alelo mutado del polimorfismo C677T tiene una alta frecuencia en las poblaciones mestiza

y maya mexicanas comparadas con diversas poblaciones.

La distribucion de las frecuencias genotipicas de los polimorfismos eNOS G894T y MTHFR
C677T de las poblaciones mestiza y maya mexicanas no muestran diferencias

estadisticamente significativas.
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