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RESUMEN

Los defectos del tubo neural (DTN) se presentan en México con una prevalencia de 4 a
8 por 1000 nacimientos. Estos defectos en el desarrollo se deben a una falla en el
cierre y/o por reapertura del tubo neural, que se produce entre la segunda y quinta
semana de la vida intrauterina. Los DTN son un grupo de malformaciones conocido
como espina bifida abierta que incluyen mielomeningocele, encefalocele y anencefalia
La hiperhomocisteinemia se ha propuesto como factor de riesgo para su aparicién asi
como la disminucién de la vitamina B12 en las madres. Hoy la relacion de los DTN y
polimorfismos génicos son el motivo mas importante de estudio dado que permite
generar estrategias predictivas y preventivas para reducir la incidencia de este
problema en el mundo.

Por tal motivo el objetivo del éste trabajo se basa en conocer la frecuencia de la
mutacion A2756G en el gen de la Metionina Sintasa (MTR) en la poblacion mexicana y
su asociacion con la presencia de anencefalia.

Se realiz6 el analisis molecular de 236 individuos para el polimorfismo A2756G del
gen MTR divididos en 116 casos y 120 controles de poblacién abierta por PCR-RFLP

El polimorfismo A2756G del gen MTR se identificé en forma de homocigoto silvestre
(AA) en el 80% de los casos y en el 67% de los controles, para la forma heterocigoto
(AG) se observo en el 20% y 27% respectivamente, cabe sefalar que la forma
homocigoto (GG) que se presume implica riesgo para el manejo de la homocisteina no
se identific6 en ningun individuo de los casos, sin embargo, en los controles fue
detectado en un 6%. Los resultados obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico
con SPSS para Windows aplicandoles razon de momios con lo que se concluyo que
éste polimorfismo en la poblacién mexicana no implica un mayor riesgo para el origen
de los defectos del tubo neural, sitio 2, anencefalia



ABSTRACT

Neural tube defects (NTD) have a prevalence in Mexico oscillating from 4 to 8
live births with a very high difference between the center and the rest of the
country. These developmental disorders are originated from failure in the
closure or reopening of neural tube in the second to fifth week of intrauterine
development.

NTD are a group of disorders known as bifid spina, myelomeningocele,
encephalocele and anencephaly.

Today the relationship between NTD and certain genetic polymorphism is the
most important reason of study because it generates predictive and preventive
strategies to reduce the incidence of this worldwide problem.

The aim of this study is based to know the frecuency of the polymorphism
A2756G on the MTR gene in Mexican population and its relationship with
anencephaly.

Molecular analysis of 236 individuals was performed for A2756G polymorphism.
Study groups were splitted in 116 cases and 120 controls PCR and RFLP
techniques were performed.

Wild homozygous individual for this polymorphism were identified in 80% of the
cases and 67% of controls. Heterozygous were observed in 20% of cases and
27% of control population. Mutated homozygous genotype, was not observed
in any case but 6% of controls. Results were subjected to statistical analysis
with SPSS for Windows applying OR, concluding that this polimorphysm in
Mexican population is not implicated in the origin of NTD, position 2,
anencephaly.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los DTN, representan un problema de salud publica en México, por lo
que es imprescindible contar con marcadores predictivos para caracterizar
poblaciones en riesgo. La elevacion de homocisteina es un factor de riesgo
para defectos del tubo neural y en ocasiones la via metabolica afectada no es
la de la Metilentetrahidrofolato reductasa por lo que el estudio busca vias
alteranas para explicar la hiperhomocisteinemia como factor de riesgo. El
estudio se orienta a conocer la frecuencia del polimorfismo A2756G en el gen
MTR y su asociacion con este defecto para establecer estrategias de
identificacion de riesgo y prevencién de esta patologia.

Es fundamental conocer la distribucion de dicho polimorfismo y su
contribucion como marcador de susceptibilidad en los DTN en nuestra
poblacion.



I. INTRODUCCION

Las malformaciones congénitas son defectos estructurales del
desarrollo, resultado de alteraciones durante el proceso de embriogénesis
muy tempranamente en el proceso de diferenciacion. La mayor parte de las
mismas son de etiologia multifactorial, resultado de la interaccion de un
factor genético con factores ambientales aditivos muy diversos. En general
se ignora cuales y qué tantos genes son responsables de la mencionada
predisposicion 'y qué tipo de factores ambientales pudieran estar
involucrados (7.

En México las malformaciones congénitas tienen una incidencia de
19.4 por 10,000 nacimientos registrados, como resultado estas alteraciones
ocupan el cuarto lugar entre las causas de mortalidad en el primer ano de
vida @. Por cada nifio que fallece a causa de algin defecto congénito el
primer afo de vida, 5 viven, estos ultimos, presentan incapacidad
permanente ). Las malformaciones o defectos congénitos estructurales mas
frecuentes son: los defectos del tubo neural (DTN) que son responsables del
10.9% del total de las malformaciones congénitas .

La prevalencia de los DTN es diferente segun el area geografica, el
grupo étnico, predisposicion genética y factores ambientales de riesgo ©*
Los paises de la Europa mediterranea presentan una tasa de prevalencia al
nacimiento de DTN cercana al 1 por 1.000 nacimientos ", similar, a la de
California © e inferior a la de China ), Canada, México e Islas Britanicas, y
superior a la de Finlandia (V. La prevalencia en México es de 4 a 8 por 1000
nacimientos dependiendo del estado de la Republica Mexicana al que
hagamos referencia; comparada con una tasa de 0.6 por 1000 en
Norteamérica en raza blanca.®

El riesgo de recurrencia de DTN en una mujer que ha sido afectada
previamente, es 10 veces mayor que el riesgo para la poblacion general.
Los DTN de deben a una falla en el cierre del tubo neural; aunque también
se admite la posibilidad de la reapertura de un tubo neural previamente
cerrado como causa de un pequefio numero de DTN; que espontaneamente
se produce entre la segunda y quinta semana de la vida intrauterina ©®
Frente al cierre unico o de cremallera, la teoria del cierre multiple del tubo
neural explica mejor la heterogeneidad clinica y etioldgica de estos defectos.
Por un lado, explica los distintos tipos clinicos de DTN (anencefalia,
encefalocele, espina bifida alta y baja, craneorraquisquisis) segun el punto
de cierre afectado, incluidos los DTN discontinuos en el mismo paciente. Por
otro, justifica su etiologia heterogénea al suponer que puede existir un
control génico diferente para los distintos sitios de cierre.



Se han propuesto 5 puntos de cierre en el humano.

El cierre 1 comienza en los somitas 1 a 3 y procede bidireccionalmente;
caudalmente progresa hacia el neuroporo posterior y forma la medula
espinal. En sentido anterior, el cierre llega mas alla de las placodas 6ticas en
el extremo posterior del romboencéfalo. El cierre 2 se inicia en la porcidon
cefalica en la union del prosencéfalo y mesencéfalo y progresa de forma
bidireccional. En sentido caudal, el cierre prosigue hasta el fin del extremo
anterior del romboencéfalo, mientras que rostralmente progresa sobre la
porcion anterior del prosencéfalo, donde se encuentra con la parte caudal
del cierre 3. Este cierre 3 es unidireccional, adyacente al estomodeo y
progresa de forma caudal hasta encontrarse con el cierre 2. El cierre 4 se
situa sobre el romboencéfalo, pero ocurre de forma diferente: los pliegues se
aproximan pero no se fusionan como en los otros puntos, completandose el
cierre por una membrana epitelial sobre esta area. El cierre 5 es el mas
caudal en la zona lumbosacra (entre L2S2) y su falla produce espina bifida.

(fig 1)

Fig | Puntos de cierre del tubo neural



La anencefalia resulta del fallo del cierre 2 en la meroacrania . La
craneorraquisquisis del fallo de los cierres 1, 2 y 4. . La espina bifida es un
déficit en la fusion rostral o caudal del cierre 1 y del cierre (Fig Il) El fallo del
cierre 3, muy infrecuente, se caracteriza clinicamente por una hendidura
mediofacial que se extiende desde el labio superior a través del hueso frontal
(faciosquisis) o bien por una protrusién frontalu ocular. los neuroporos
prosencefalico y mesencefalico, mientras que los occipitales resultan de una
fusién incompleta de la membrana del cierre 4 Los cefaloceles frontales y
parietales se producen en las areas de union de los cierres 3-2 y 2-4
respectivamente (fig.lll), en cambio el encefalocele frontal involucra el sitio 3
y el occipital el sitio 4 (fig.lll Ay B).

Fig Il Espina bifida por fallo en el cierre del puntos 1+5

Figura 1ll) Encefalocele por fallo del punto 4.



Figura lll)a. Encefalocele por fallo del punto 4 b Defecto del tubo neural discontinuo,
fallo del punto 4 y fallo del punto1

Se ha puesto de relieve la heterogeneidad clinica para los DTN
(distintos tipos clinicos, presentaciéon aislada o asociada a otras
malformaciones) © que se ha utilizado para intentar explicar su
heterogeneidad etiolégica (9.

Exceptuando el pequefio grupo de los DTN de etiologia conocida génica,
cromosomica y ambiental, la mayoria se presentan clinicamente aislados y
se admite para ellos una causa multifactorial resultado de la interaccion de
factores genéticos y ambientales (an,

Uno de los factores del ambiente de mayor importancia en el
desarrollo de DTN es la disminucién en la concentracion de acido félico,
debida a un inadecuado estado nutricional de la madre, el cual puede
aumentar la probabilidad de desarrollar una malformaciéon congénita del
sistema nervioso central, principalmente en la etapa periconcepcional. Se ha
comprobado por estudios observacionales que en mujeres fértiles que
aumentan el consumo de alimentos ricos en folato y/o toman suplementos
de éci(<1jzo1gc)5lico antes del embarazo disminuye la ocurrencia y recurrencia de
DTN. V=

Los factores genéticos implicados en el desarrollo de DTN se
empezaron a sospechar alrededor de los 80's por Toriello, Higgins y
Jensson, observando mayor incidencia de estos defectos en diferentes
individuos de la misma familia. (1%



La disminucién de la concentracion sérica de folatos y de cobalamina,
ambos cofactores de las enzimas involucradas en el metabolismo de la
homocisteina y la elevacion de la concentracién sérica de ésta, indican un
metabolismo deficiente de estos micronutrientes, que ha sido observado en
madres de hijos con DTN. Por lo que la relacién entre acido fdlico y
prevencion de DTN ha enfocado la atencion a los genes que envuelven el
metabolismo del folato. ('®

El mecanismo exacto por el cual el folato afecta el desarrollo normal
del sistema nervioso central aun se desconoce. Lo cierto es que el folato
juega un papel esencial en el desarrollo del embridén a través del transporte
de carbonos en la sintesis de DNA, division celular, crecimiento celular y
tiene importancia fundamental en la metilacién del DNA. Asimismo es un
cofactor en la regulacion de la expresion génica y protege la estructura de
los cromosomas y su comportamiento normal. (") La deficiencia de acido
félico esta asociada con mecanismos de metilacion anormal de DNA,
rompimiento de hebras de DNA, alteracion en la recombinacién vy
segregacion anormal de los cromosomas. '8

El acido félico es una molécula compleja formada por 2-amino-4-
hidroxi-pteridina unido a acido p-aminobenzoico constituyendo al acido
pteroico, el cual combinado con un variable numero (de 1 a 9) residuos de
acido glutamico. La mitad de este glutamato es la estructura del acido pterico
y los otros unen amidas envolviendo el grupo -carboxil del glutamato (Fig.
V).

En la dieta el folato existe como 5-metil- y 10-formiltetrahidrofolato en
forma de poliglutamato que no puede atravesar la membrana celular. Y debe
ser hidrolizado enzimaticamente por una enzima folipoliglutamato conjugasa
a la forma monoglutamato que se absorbe en el intestino. ¥

Una vez que el félato ha entrado al eritrocito por transporte de
membrana especifico, ocurre sintesis intracelular de poliglutamatos
dependiendo de las necesidades celulares, también mantiene un gradiente
de concentracion a favor de la entrada de folato monoglutamato dentro de la
célula.

La reconversiéon de poliglutamatos a monoglutamatos permite el
transporte a través de la membrana basolateral dentro de la circulacion
porta, principalmente como 5metiltetrahidrofolato ®”- La mayoria de este
folato es tomado por el higado, el cual juega un palpel importante en la
homeostasis del félato, la célula lo toma por receptores especificos para
folatos.



Entre las posibles unidades de un carbono
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Fig. IV. Estructura quimica del acido fdlico.

Tres vitaminas del complejo B estan involucradas en el metabolismo
de la homocisteina: la forma activa de la vitamina Bg es el cofactor de la
enzima cistationina B-sintasa, la vitamina B, es el cofactor de la metionina
sintasa y substrato de la enzima 5-metiltetrahidrofolato, y la formacion del
metiltetrahidrofolato es catalizada por la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), una enzima dependiente de vitamina B,. &1%1923:24)

El metabolismo de la homocisteina (y por lo tanto también de folatos)
juega un importante papel en lo que también es llamado “metabolismo de 1-
carbono” abasteciendo grupos metilos a toda clase de substancias,
incluyendo sintesis y regulacién de DNA y mRNA, los cuales también son
esenciales para las células embrionarias.® 1819 23.24)
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Fig V. Esquema del metabolismo de la homocisteina

Las concentraciones plasmaticas de homocisteina, se pueden ver
afectadas (aumento o disminucion) por algunas variables, tales como la
edad del individuo, género, raza, insuficiencia renal, concentraciones
plasmaticas de folato, vitamina B6, vitamina B12, mutaciones genéticas y
tratamiento antifolato.®?

Para los niveles plasmaticos de homocisteina aun no existe un rango
de normalidad uniformemente aceptado. Sin embargo, existe acuerdo en
quepor encima de 15 umol/L estan elevados y se ha propuesto la siguiente
clasificacion de hiperhomocisteinemia en funcién de los valores citados:



Clasificacién de Concentraciones
hiperhomocisteinemia Plasmaticas
Normal 12-14 umol/L
Hiperhomocisteinemia leve 15-30 umol/L
Hiperhomocisteinemia 30-100 umol/L
Moderada
Hiperhomocisteinemia Severa >100 umol/L

Tabla 1. Tomado de Pablo Stiefel Garcia-Junco

METIONINA SINTASA (MS)

Kirke et al. demostraron que la concentracién sérica de folato y de
vitamina B12 son independientes como factores de riesgo para DTN,
sefalando a la enzima metionina sintasa (MS) como un potencial factor de
susceptibilidad para DTN. El gen de la metionina sintasa (MTR) fue clonado
en 1996, con esto, las investigaciones para determinar alguna asociacién
genética con los DTN han centrado su atencion en este gen.

. A) EL GEN DE LA ENZIMA METIONINA SINTASA (MTR)

El gen humano de la metionina sintasa (MTR) esta localizado en el

cromosoma 1943 cerca del telomero del cromosoma 1. El tamafio del DNA
es de 105.25 Kb, el tamafio del RNAm es de 7101 bp y cuenta con 33
exones. ElI cDNA aislado de este gen contiene un marco de lectura abierto
de 3798 nucledtidos que codifican para una proteina de 1265 amino acidos
con una masa molecular de 140 kDa.?"?®
La secuencia de amino acidos de la MS humana tiene un 55% y 64% de
homologia con Escherichia coli y Caenorhabditis elegans, respectivamente.
El RNAm de la MS humana parece expresarse en todos los tejidos: corazon,
cerebro, placenta, pulmén, higado, esqueleto, musculo, riidn, pancreas,
bazo, timo, prostata, testiculos, ovarios, intestino delgado, colén y linfocitos
de sangre periférica.
En la mayor parte de los tejidos, estan presentes dos clases de RNAm,
predominantemente. En el Nothern blot se observa una banda prominente
de ~7 kb y una delgada banda de ~10 kb. El cDNA es mas consistente con
la banda de 7kb. Probablemente la banda de 10 kb es una forma
preprocesada de la de 7 kb, o representa un procesamiento alternativo o una
version de poliadenilacion alterada del gen, atin no se sabe.*"



B) LA PARTICIPACION DE LA MS EN EL METABOLISMO DE LA Hcy

El producto del gen MTR consiste de 1, 265 residuos de aminoacidos
y es llamado metionina sintasa (MS, EC 2.1.1.13,nombres alternativos: 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina S-metiltransferasa, tetrahidro-
pteroilglutamato metiltransferasa). La metionina sintasa es una enzima
citoplasmatica que requiere metil-cobalamina para catalizar la remetilacién
de homocisteina a metionina; en una reaccion en la cual la metilcobalamina
sirve como un intermediario para “acarrear’” grupos metilos. El grupo
prostético de la cobalamina acepta el grupo metilo del metiltetrahidrofolato
para formar metilcobalamina y tetrahidrofolato, y entonces donan este a la
homocisteina para producir metionina y cobalamina monovalente
(cob(l)alamina).

Transferir el grupo metilo de metilcobalamina a homocisteina es el
primer acto de la formacion de metionina. El 5-metiltetrahidrofolato entonces
provee el subsecuente grupo metilo para lametilacién de la metionina sintasa
ligada a la cobalamina monovalente. Aparentemente, la cobalamina
monovalente sufre oxidacion espontanea a cobalamina divalente
(cob(ll)alamina) y debe entonces requerir S-adenosilmetionina para la
reformacién de metilcobalamina. (2842434445

La deficiente actividad de la enzima MS se traduce bioquimicamente
por hiperhomocisteinemia, homocistinuria, hipometioninemia y anemia
megaloblastica.®"*? Para entender la fisiopatologia de la deficiencia de la
metionina sintasa Deborah A Swanson et al. utilizaron la tecnologia gen-
blanco (“gene-targeting”) para inactivar el gen de la metionina sintasa en el
raton.

Sus resultados revelaron que los ratones knockout heterocigotos tienen
concentraciones plasmaticas de homocisteina ligeramente elevadas y de
metionina casi indistinguibles comparados con los ratones silvestres. Los
embriones knockout homocigotos sobrevivieron a la implantacion pero
murieron en seguida. La suplementacion nutricional con acido félico durante

el embarazo fue incapaz de rescatar a los embriones que fueron
completamente deficientes en metionina sintasa. Estos resultados
demuestran la importancia de esta enzima para el desarrollo temprano del
ratdén y sugieren que los pacientes deficientes de metionina sintasa tienen la
actividad residual de esta enzima o que los humanos tienen un mecanismo
compensatorio que se encuentra ausente en el ratén. ¢



Actualmente es poco el conocimiento acerca del efecto de la
metionina sintasa en las concentraciones plasmaticas de la homocisteina, y
su relacion con el desarrollo de los DTN; probablemente la razon sea que el
gen de esta enzima fue clonado recientemente. Un defecto en la funcion de
la metionina sintasa daria como resultado la acumulacion plasmatica de la
homocisteina. James L Mills et al. demostré6 que hay anormalidades en el
metabolismo de la homocisteina en mujeres que tienen hijos con DTN y que
también presentan elevacion de las concentraciones plasmaticas de
homocisteina.!">*"

La metionina sintasa es la llave en las reacciones de metilacién, esas
incluyen produccion de mielina; uno de los mecanismos propuestos para
desarrollar DTN. Un estudio en ratones demuestra que el folato no previene
DTN, mientras que la metionina si lo hace. Para que en las ratas el tubo
neural se cierre requiere metionina. Esta es una de las evidencia que
sostiehns? la importancia de la metionina sintasa en la prevencion de los
DTN.

C) EL POLIMORFISMO DEL GEN MTR

Varias mutaciones para el gen de la metionina sintasa (MTR) han sido
identificadas, solamente el cambio de A2756G (D919G) es un polimorfismo
con una frecuencia alelica de ~15%.“®)

Leclerc y Van Der Put et al. reportaron este polimorfismo, con una frecuencia
de 0.15 y 0.16 para cada poblacion estudiada por estos

autores,'” 8 19) este polimorfismo ha sido reportado como un factor de
riesgo para DTN; también asociado a aumento en la concentracion de
homocisteina y enfermedad vascular.®”

En la célula, el 5 metil-tetrahidrofolato sirve como donador de metilos
para el tetrahidrofolato. El tetrahidrofolato actia como aceptor de una unidad
de carbono, para producir otros folatos, los cuales son coenzimas
especificas en reacciones intracelulares. Una de estas reacciones esta
catalizada por la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa que convierte
N°N'’-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato él cual transporta el
grupo metilo requerido para la conversibn de homocisteina a
metionina.(llamado también el camino de la remetilacion de la homocisteina).
Este grupo metilo es inicialmente transferido a cobalamina dando como
resultado metilcobalamina ésta es demetilada por la homocisteina para
formar metionina por la enzima dependiente de cob(l)almin: metionina
sintasa.



Ocasionalmente la cob(l)almin puede ser oxidada a cob(ll)alamin, de
esta manera se inhibe la enzima metionina sintasa. Para mantener la
actividad de la enzima se requiere una metilacién reductiva por parte de otra
enzima llamada metionina sintasa reductasa (MSR). ¢12223)

Debido a que la cobalamina funciona como aceptor de grupos metilo
de la 5 metiltetrahidrofolato, la deficiencia de cobalamina puede ser asociada
con el atrapamiento de folato (conocido en inglés como "folate trapping")
donde los folatos son metabolicamente inactivos a causa de no poder ser
reciclados a tetrahidrofolato de vuelta a las reservas de folato. El fallo en la
regeneracion de metionina causa deplecion de esta misma y produce un
estado de homocisteinemia (Fig. VI).

El primer factor de riesgo genético identificado para DTN fue la
enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).** El polimorfismo
identificado molecularmente fue el C677T que provoca un cambio de alanina
por valina en la proteina. Este polimorfismo esta asociado a una variable
enzimatica termolabil que predispone a elevacién de homocisteina y por
tanto disminucion de folatos relacionados con un aumento de la incidencia
de DTN.®%)

La siguiente enzima identificada fue la metionina sintasa (5-metil-
tetrahidrofolato-homocisteina-metiltransferasa, MS),*”) enzima dependiente
de vitamina B12 que utiliza el 5-metil-tetrahidrofolato para convertirla
homocisteina en metionina.

Existen dos grupos de complementacion en la MS en los que se
observan una deficiente funcionalidad de la enzima:

-cblG: caracterizado por mutaciones en el dominio catalitico, que generan
una tasa transcripcional reducida y/o la generacién de mensajero o proteina
inestable’ ¥

-cblE: el fenotipo ligeramente no funcional de este grupo de
complementacién se pone de manifiesto sélo cuando en las condiciones de
ensayo se utilizan concentraciones bajas de agentes reductores. (39
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Fig. VI. Enzimas dependientes de folato involucradas en el metabolismo de la Homocisteina.
Modificado de Brian Fowler. The folate cycle and disease in humans

Leclere et al, reportaron que el polimorfismo A2756G es traducido en
la proteina como un cambio de un acido aspartico (el cual hace una hélice);
por un residuo de glicina (el cual hace una hélice defectuosa). Localizado en
la region de la union a la adenosilmetionina (AdoMet). Esta substitucion,
podria afectar la estructura secundaria de la proteina y por lo tanto su
funcion. Sin embargo el efecto preciso de la mutacion sobre la actividad de
la enzima no es claro.®®



La asociacion de este polimorfismo (MTR, A2756G) con los DTN aun
no es clara. Morrison K et al, mencionan que el riesgo de defectos de tubo
neural a causa de anormalidades en el metabolismo del folato puede estar
influenciado por el genotipo materno o por la combinacion del genotipo
materno y fetal; ellos sugieren que este alelo (MTR, A2756G), no siempre se
asocia con susceptibilidad para desarrollar DTN 2. Sin embargo, tltimos
reportes han demostrado una asociacion de ciertos genotipos del
polimorfismo en cuestién y la asociacion con DTN; tal es el caso de Doolin
MT et al quienes refieren que el riesgo de tener un nifio con espina bifida
parece incrementarse en el caso de homocigosidad para la mutacion en el
genotipo materno (MTR, 2756G) ©”. Zhu H une dos polimorfismos en su
analisis, por un lado el polimorfismo del gen MTR (MTR, A2756G) y por otro
el gen MTRR (MTRR, A66G) y sus resultados sugieren que los infantes que
presentan ambos alelos mutados tienen un riesgo elevado para DTN
(OR=5.1) ®®.Uno de los autores mas recientes es Gueant-Rodriguez et al.,
2003 quien sugiere que el genotipo MTR 2756 GG incrementa el riesgo de
espina bifida (OR=2.6) *.

La influencia de factores ambientales sobre la expresién génica para
el desarrollo de patologias con una alta incidencia en México como los DTN,
hacen indispensable evaluar genes relacionados con esta enfermedad y
cuya contribucion al fenotipo pueda verse modificada por factores
ambientales, dietéticos y educativos.




OBJETIVO GENERAL.:

Conocer la frecuencia de la mutacion A2756G en el gen de la Metionina
Sintasa (MTR) en la poblacion mexicana y su asociacion con la presencia de
anencefalia.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Conocer la distribucion alélica de la mutacion A2756G del gen MTR
en madres y padres de recien nacidos mexicanos con DTN tipo
anencefalia.

2) Conocer la distribucion alélica de la mutacion A2756G del gen MTR
en madres y padres de nifos sanos mexicanos.

3) Conocer la distribucion genotipica de la mutacién A2756G del gen
MTR. en madres y padres de pacientes mexicanos con DTN.

4) Conocer la distribucién genotipica de la mutacion A2756G del gen
MTR. en madres y padres de niflos sanos mexicanos.

5) Calcular la razén de momios (OR) y la fraccidon etioldgica (EF) en
caso de encontrar un alelo significativamente aumentado en los
pacientes respecto a los controles.

6) Comparar resultados con los de otras poblaciones estudiadas.

HIPOTESIS:

La frecuencia de la mutacion en el gen MTR es mas alta en los padres
de pacientes con DTN en comparacion con aquella que presentan los padres
de individuos sanos de la poblacién mexicana.

La distribucion de los diferentes alelos y genotipos del gen MTR es
diferente en los mestizos mexicanos en comparacion con otras poblaciones.

JUSTIFICACION:

En la actualidad no existe en México ningun estudio de la distribucion del
polimorfismo molecular del gen MTR en individuos sanos, ni en pacientes con
DTN. La mayoria de los estudios han sido realizados en poblaciones
caucasicas y orientales.

Los resultados de este estudio permitiran conocer la distribucion de los alelos y
genotipos del gen MTR determinar si existen diferencias significativas en la
distribucion de dichos alelos entre pacientes con DTN e individuos sanos.



Il METODOLOGIA

Disefio del Estudio:
Tipo de investigacién: Observacional.
Tipo de diseino: Casos y controles.

Caracteristicas del estudio:

En relacion al método de observacion: Longitudinal.
En relacion al tipo de analisis: Descriptivo.

En relacion a la temporalidad: Retrospectivo.

Lugar y Duracion:

» Laboratorio de Biologia Molecular..
Subdireccion de Investigacion Biomédica del INPerlER.
Enero del 2003 — 2006.

Definicion Operativa de Variables:

1. Poblaciones incluidas en el estudio:
A Casos:

- Criterios de Inclusion: Se seleccionaron 150 casos de madres mexicanas
originarias que tengan por lo menos un hijo con DTN, quienes hayan sido
diagnosticados al nacimiento y clasificados de acuerdo a la teoria de multisitios.
Se elabord historia clinica.

- Criterios de Exclusién: Madres de hijos que presenten malformaciones
multiples, sindromes genéticos y cromosdmicos con DTN o sin él. Casos con
exposicion a farmacos teratogenos.

- Criterios de Eliminacién: Desercion del estudio por parte de los pacientes;
fallas técnicas.



B Controles:

- Criterios de Inclusidon: Se seleccionaron 150 controles al azar de poblacién
abierta y sin ninguna relacién familiar, aparentemente sanos con dos o mas
hijos sanos, y sin antecedentes familiares ni personales de DTN, ni de ningun
otro padecimiento congénito. Todos ellos mexicanos, cuyos padres, abuelos y
bisabuelos eran mexicanos nacidos en la Republica Mexicana. Se elaboro
historia clinica.

- Criterios de Exclusiéon: Madres de hijos que presenten alguna malformacion
congénita, sindromes genéticos y cromosomicos. Casos con exposicion a
farmacos teratogenos.

- Criterios de Eliminacién: Desercion del estudio por parte de los pacientes;
fallas técnicas.

2. Variables del estudio

INDEPENDIENTE: Polimorfismo del gen MTR que codifican para la enzima
metionina sintasa (Mutaciéon A2756G) .

DEPENDIENTE: Defectos del Tubo Neural y su categorizacion en multisitios
sitio 2 anencefalia.



Materiales y Métodos:

La poblacién de estudio se capturo en tres estados de la republica
Puebla, Tlaxcala y Edo. De México donde se registro el nacimiento de un
producto con anencefalia . Se tomo la muestra a los padres y se envié al
laboratorio etiquetado Un aspecto fundamental de este trabajo es la obtencidn
de DNA en cantidades razonables y de alta pureza. En este caso se obtuvo
DNA de todos los sujetos incluidos en el estudio a partir de leucocitos
obtenidos de sangre periférica. EI método consiste en la eliminacion de
eritrocitos mediante choque hipotdnico para dejar limpios a los leucocitos. Se
hace lisis de leucocitos y membranas nucleares para liberar el DNA, el cual es
precipitado por medio de isopropanol, lavado con etanol y resuspendido en
agua o Tris-EDTA (TE).

A. Obtencion de la muestra:

1. Extraer en tubo Vacutainer 3 ml de sangre periférica.
2. Homogenizar suavemente la muestra.
3. Almacenar a temperatura ambiente y procesar lo mas rapido posible.

B. Lisis celular

1. A un tubo estéril con capacidad de 15 ml adicionar 9 ml de solucién de
lisis RBC.

2. Transferir los 3ml de sangre al tubo anterior. Invertir para mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Invertir al menos una vez
durante la incubacion.

3. Centrifugar por 10 minutos a 2000 x g. Retirar el sobrenadante
cuidando de no tocar el boton blanco para lo cual se deja alrededor de
100 a 200 ul de liquido residual.

4. Mezclar vigorosamente (Vortex) para resuspender los leucocitos en el
sobrenadante residual. Esto facilita la lisis celular.

5. Adicionar 3 ml de la solucién de lisis celular al tubo que contiene las
células resuspendidas y pipetear varias veces para lisar las células.
Usualmente, ninguna incubacion es requerida; sin embargo, si grumos
celulares son visibles después de mezclar, incubar a 37° C o temperatura
ambiente hasta que la solucion sea homogénea. Las muestras son
estables en esta solucién (lisis celular) por al menos 18 meses a
temperatura ambiente.



C. Tratamiento con RNAsa (Opcional)

1. Adicionar al lisado celular 15 ul de solucién de RNasa.
2. Mezclar la muestra invirtiendo el tubo 25 veces e incubar a 37° C por
15 minutos.

D. Precipitacion de proteinas:

1.

2.

3.

Adicionar 1 ml de la solucién de precipitacion de proteinas al lisado
celular.

Mezclar vigorosamente a alta velocidad (Vértex) por 20 segundos
para homogenizar con el lisado celular.

Centrifugar a 2000 g x g por 10 minutos. Las proteinas precipitadas
deberan forman un botdn color café oscuro.

E. Precipitacion del ADN:

1.

Retirar el sobrenadante que contiene al ADN “cuidando de no
tocar el boton de proteinas” y depositar en un tubo limpio
(ésteril) que contenga 3 ml de isopropanol.

Mezclar la muestra por inversion suave 50 veces hasta que las
fibras de ADN formen un conglomerado.

Centrifugar a 2000 g por 3 minutos; el ADN debera visualizarse
como un botoén blanco.

Retirar el sobrenadante y secar el tubo en un papel absorbente.
Adicionar 3 ml de etanol al 70%. Invertir el tubo suavemente
para lavar el botén de ADN.

Centrifugar a 2000 x g por 1 minuto. Retirar cuidadosamente el
etanol. El boton puede perderse si el tubo se agita al retirar el
etanol.

Secar el tubo en papel absorbente y dejar secar la muestra a
temperatura ambiente por 15 minutos o preferentemente a 65°
C hasta ver el botén transparente.

F. Hidratacion del ADN:

1.

Adicionar 250 ul de la solucién de hidratacion (250 ul dan una
concentracion de 400 ug/ml si el campo total es de 100 ug de
ADN).

Dejar rehidratando el ADN toda la noche a temperatura
ambiente. Alternativamente, calentar a 65° C por 1 hora. Mover
periddicamente el tubo para dispersar el ADN.

Almacenar de 2 a 8°C.



G. Amplificacion del gen MTR:

La amplificacion del ADN se ha llevado a cabo realizando la reaccion en
cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR). Utilizando este
meétodo, se generan miles de copias del gen MTR. Se usan oligonucleétidos
especificos cuyas secuencias y localizacidén son las siguientes:

Nombre | Secuencia Localizacion
3052 5" GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTA 3° intrénico
1796 5" CATGGAAGAATATGAAGATATTAGAC 3° 2727-2752

H Tipificacion del Gen MTR:

1. Para la tipificacion del polimorfismo en el gen MTR utilizamos la
técnica de fragmentos de Restriccion de longitud polimérfica (RFLP por sus
siglas En inglés).

A. Este método puede ser usado si los dos alelos difieren por la
presencia de un sitio de restriccion (enzima de restriccion). Luego de
la amplificacion por la PCR, el ADN amplificado es cortado con una
enzima de restriccion y los alelos son identificados por el patrén de
corte por medio de una electroforesis en gel.

B. Dos problemas han sido descritos con esta técnica: a) La

imposibilidad de lograr un corte completo por parte de la enzima lo que

haria que un homocigoto apareciera como un heterocigoto y b) La
dificultad para encontrar sitios de restriccion apropiados para todos los
alelos de un locus.

Para efectuar la reaccion de PCR:
1. Calcular el volumen correspondiente a 500 ng de DNA gendmico.
2. Adicionar en un tubo de 2 mL:

a. 2.5 unidades de Taq polimerasa

b. 1.5 mM MgCI2

c. Adicionar el volumen equivalente a 500 ng de DNA

genomico.

d. Aforar con agua bidestilada hasta 50 uL

e. dNTP’s

f. Buffer

g. Dimetil-sulfoxido (DMSO)
3. Se coloca en el termociclador en el siguiente programa:
Desnaturalizacion 95°C 45s
Alineacion 55°C 35s
Extension 72°C 75s

38 ciclos.



Una vez concluido el programa los productos de amplificaciéon son
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con objeto de confirmar la
presencia de los fragmentos a digerir. Una vez confirmado, se procede a la
digestion de estos con la enzima de restriccion Haelll y el producto de la
reaccion se corre en un gel de agarosa al 1.8% que contiene Bromuro de
Etidio. El producto de la amplificacidon se visualiza empleando luz ultravioleta y
se retrata el gel para la posterior interpretacion de los resultados.

ANALISIS ESTADISTICO

Calculo de frecuencias alélicas en la poblaciéon y frecuencias génicas

La frecuencia en la poblacion (FP) representa el porcentaje de individuos
portadores de un alelo en el total de individuos estudiados y la frecuencia
génica (FG) es la frecuencia del gen en la poblacion. Para calcular a partir de
poblacién familiarmente no relacionada se aplica la férmula de Haldane. Los
datos que se obtienen son exactos siempre y cuando el sistema genético que
se esta probando se encuentre en equilibrio de Hardy Weinberg en la poblacion
en cuestion (1, 2). La férmula que se aplico para calcular la FG es:

FRzn%V FG,=1-.1-FP

En donde ni= numero de individuos portadores del alelo i, N= tamafo de
la poblacién, FPi= Frecuencia de i en la poblacion, FGi= Frecuencia génica de
i.

Para el analisis estadistico de los resutados obtenidos se utilizo el
programa SPSS para Windows, éste programa aplicé a los resultados la
medida de riesgo denominada Razén de Momios (Odds Ratio,OR)

La razon de Momios (OR) se estima en los estudios de casos y
controles. La hipotesis de este tipo de estudios es si existe asociacion entre los
factores de riesgo y la enfermedad en estudio.

Expuestos Enfermos
Sl (casos) NO (controles)
Sl a b
NO c d
Total a+c b+d




Al comienzo del estudio conocemos el total de casos (a + c) y el total de
controles (b + d). Al final del estudio conocemos la proporcion de expuestos
entre los casos (a/a + c) y la proporcion de expuestos entre los controles (b
/b+d)

Como no se calculan incidencias no se puede calcular RR, aunque se
puede estimar a partir de la razon de momios u Odds Ratio (OR)

Por lo tanto, la razon de momios (OR) es la medida de asociacion en los
estudios de casos y controles.



Resultados

La genatipificacion se realizé usando la técnica de PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorfhism) de 238 muestras incluyendo casos y
controles.

Se determino la distribucion del polimorfismo A2756G del gen MTRIlos
genotipos obtenidos asi como la frecuencias de cada una de las muestras
se indica en las siguientes tablas.

Alelos Numero Frecuencia
MTR, A2756G

A 210 89.7435897

G 24 10.2564102

Tabla 2. Frecuencia alelica del polimorfismo A2756G del gen MTR para los casos.

Alelos Numero Frecuencia
MTR, A2756G

A 195 80.5785124

G 47 19.4214876

Tabla 3. Frecuencia alelica del polimorfismo A2756G del gen MTR para los controles.

Genotipo Numero Frecuencia
MTR, A2756G
AA 93 79.4871794
AG 24 20.5128205
GG 0 0

Tabla 4. Frecuencia genotipica del polimorfismo A2756G del gen MTR para los casos.




Genotipo Numero Frecuencia
MTR, A2756G

AA 81 66.9421487

AG 33 27.2727272

GG 7 5.78512396

Tabla 5. Frecuencia genotipica del polimorfismo A2756G del gen MTR para los

controles.

Las figuras siguientes son electroforesis en geles de agarosa para
ejemplificar el proceso en cada una de las muestras. Primero se realiza una
PCR, terminando la reaccion se lleva a cabo una electroforesis con las
muestras y asi se corrobora que el DNA haya amplificado; para proseguir

con el siguiente paso.

FIGURA VII Electroforesis de la amplificacion (PCR) de 15 muestras, para confirmar la

presencia de los fragmentos a digerir. En el primer pozo un fragmento de 189bp, que sirve

de referencia para corroborar el tamafo de la banda que se espera en las muestras

problema

189 pb

189 pb



Segundo, después de que se corroboro la amplificacion del fragmento de
DNA de interés, se prosigui6 a realizar la RFLP y de esta manera se obtiene
la tipificacion de cada una de las muestras.

Marcador de peso molecular

FIGURA VIII Se ilustra una reaccion de restriccion (RFLP) de siete muestras. En las
muestras 1,2,3,6,7,8 de izquierda a derecha no se observa sitio de corte, lo que nos
traduce homocigosidad sin polimorfismo. En la muestra 4 se ha generado un fragmento,
observandose dos bandas de diferente peso molecular lo que nos revela que el
polimorfismo esta presente,y que el individuo al que corresponde esa muestra es
heterocigoto para el polimorfismo, finalmente en el pozo 5 se observa el marcador de peso

molecular.



FIGURA IX Se ilustra una reaccion de restriccion (RFLP) de catorce muestras. (*)
Fragmento de referencia con un peso de 189 bp; (+) Muestras homocigéticas para el sitio
de corte (homocigotos con el polimorfismo); las muestras que presentan doble banda son
heterocigotos para el polimorfismo y, el resto de las muestras son homocigotos sin sitio de
corte (homocigotos sin polimorfismo) .



Se tipificaron un total de 236 muestras de las cuales 116 correspondieron a
casos y 120 a controles. Las frecuencias genotipicas y alelicas del gen MTR
para cada grupo se resumen en las siguientes tablas.

Tabla A. Frecuencias alelicas A2756G
GEN DE LA METIONINA SINTASA (MTR)
ALELOS (No)

CASOS 0.90 0.10
CONTROLES 0.81 0.19

En la tabla A se muestran las frecuencias alelicas tanto de los casos como
de los controles. Dado que la muestra minima para establecer la frecuencia
alelica en cualquier poblacion es de 100 individuos sanos, con los datos
obtenidos de los controles se logro establecer la frecuencia alelica para el
polimorfismo A2756G del gen MTR para la poblacién mestiza mexicana, la
cual como se puede observar en la tabla es de 0.19.



Tabla B Porcentajes del genotipo A2756G
GEN DE LA METIONINA SINTASA (MTR)
GENOTIPOS (No)

CASOS 92/116 (80%)  24/116 (20%)  0/116(0%)
CONTROLES 81/120 (67%)  32/120 (27%)  7/120(6%)

La tabla B muestra los resultados de los genotipos de los casos y de los
controles. Dividiendo estos resultados y analizandolos con el programa
SPSS para Windows se observo que el 100% de los casos de anencefalia
tienen presente el alelo A y, en los controles, se reporta en 94.1% (p =
0.008, segun Test Exacto de Fisher). El alelo G se manifiesta en 20.6% de
los casos contra un 32.5% de los controles (p = 0.04) con una OR estimada
de 0.54 (IC del 95% 0.30-0.97).

Con respecto al analisis por genotipo de los casos y de los controles se
encontr6 que AA, AG y GG se presenta en 80%, 20% y 0%
respectivamente; mientras que para los controles se encuentra 67%, 27% y
6% respectivamente.

De igual manera los resultados se sometieron a analisis estadistico con
SPSS para Windows, lo que demostré que AA es positivo en 79.3% de los
casos contra 67.5% de los controles (p= 0.04) con una OR = 1.84 (IC del
95% 1.02 - 3.32).En tanto, GG es negativo en todos los casos y positivo en
5.8% de los controles (p=0.008).

En la tabla C se puede observar la magnitud del riesgo para G en relacién a
la presencia de AA tomado como referente. En cualquiera de la situaciones,
al estar presente G la OR es menor que 1.0.



Tabla C. Riesgo estimado de anencefalia ante exposicion al alelo G.

Genotipo Casos Controles OR IC 95%
(n=116) (n =120)
AG 24 32 0.66 0.36 — 1.21
GG 0 7 No No estimable
estimable
AG/GG 24 39 0.54 0.36 — 0.97

El genotipo AA como Referente. Potencia estadistica observada 78.0%




IV DISCUSION

La frecuencia obtenida para el polimorfismo A2756G del gen MTR
en poblacion mestiza mexicana (0.19) es muy similar que el observado en
otras poblaciones: canadienses y franceses 0.15, holandeses 0.19,
ingleses 0.17 (17490 Nyestros controles para calcular la frecuencia del gen
en la poblacién general fueron madres y padres de poblacion abierta y sin
ninguna relacion familiar, aparentemente sanos con dos o mas hijos sanos.
Todos ellos mexicanos, cuyos padres, abuelos y bisabuelos eran mexicanos
nacidos en la Republica Mexicana.

Al comparar casos y controles por alelos (Tabla B) se observan
que el 100% de los casos presentan el alelo silvestre mientras que para el
alelo con el polimorfismo se observo el 0%, por lo que la Razén de Momios
(OR) no puede ser estimada con exactitud, pero el resultado indica que la
presencia del alelo A es un factor de riesgo fuertemente asociado con
anencefalia con una p= 0.008 segun Test Exacto de Fisher. Para el alelo G
el analisis revela una OR de 0.54 con una p = 0.04 lo cual sugiere que el
alelo G es un factor que reduce el riesgo con anencefalia.

Cuando se hace el analisis para los distintos genotipos (Tabla B)
se demostré que AA es positivo en 79.3% de los casos contra 67.5% de los
controles (p = 0.04) con una OR = 1.84, lo que sugiere que AA es mas
riesgoso para la presencia de la enfermedad; no asi GG, quien es negativo
en todos los casos y positivo en 5.8% de los controles (p = 0.008) y al estar
presente GG en los controles sugiere que es un factor protector contra la
enfermedad.

Lo que se pretende con la Tabla C es demostrar que G en efecto
es un factor que reduce el riesgo de la enfermedad (tomando a AA, como
referencia).

Cuando esta presente G la OR es menor que 1 (OR = 0.66), y cuando se
presenta GG la OR disminuye (OR = 0.54); por lo que en mayor presencia
de G menor riesgo de anencefalia.

La mayoria de los estudios no encuentran una asociacion entre el
polimorfismo A2756G y la enfermedad. Sin embargo, Shaw et al'®® a través
de un estudio de casos y controles para espina bifida reportan resultados
muy similares a los aqui obtenidos y Christensen et al"™® es uno de los
primeros autores que menciona que el genotipo GG reduce el riesgo para
DTN.



Dada la gran controversia en los estudios reportados nos
atrevemos a sugerir que las diferencias observadas estan dadas por
condiciones particulares de cada grupo étnico (como area geografica o
estado nutricional ) ® o que algunos sucesos no se hayan seleccionado
adecuadamente las 2 poblaciones (casos y controles); o que los portadores
del polimorfismo (GG) en realidad se encuentran mas frecuentemente pero
gue quiza puedan tener una taza de mortalidad diferente a los que no tienen
el polimorfismo ©"y por ello observarse en menor frecuencia.

Ahora bien la significancia funcional del polimorfismo A2756G en
la enzima (MS) aun no se sabe, tendria que ser examinado en
experimentos de expresion para confirmar el impacto sobre la proteina y de
esta manera conocer la asociacién del polimorfismo con la presencia de
DTN.



V. CONCLUSIONES

1.- La frecuencia para el polimorfismo A2756G del gen MTR en la
poblacion mexicana es de 0.19

2.- Se encontré que tanto la presencia del alelo A como el genotipo AA
es un factor de riesgo fuertemente asociado a anencefalia.

3.- La presencia del alelo G asi como el genotipo GG se sugiere que
sean un factor que reduce el riesgo de anencefalia.

4.- Se deben considerar experimentos de expresidén para confirmar el
impacto del polimorfismo (A2756G) sobre la proteina (MS)
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GLOSARIO

Acido Folico: es una vitamina con una estrecha interrelacion metabdlica en la
sintesis de nucledtidos purinicos y pirimidinicos y en la metilacion de la
homocisteina.

Alelos: cada uno de los dos genes presentes en el mismo lugar (locus) del par
de cromosomas homologos. En general, uno de los diferentes estados
alternativos del mismo gen.

Cromosoma: Elemento que existe en el nucleo de las células en el momento de
su division o mitosis, que contiene el material genético.

cDNA (ADN complementario): molécula de ADN producida por una enzima
(transcriptasa reversa) usando el ARN como templado. EI cDNA es usado en
ingenieria genética para identificar y clonar los genes que codifican el ARN.

DTN: Defectos del tubo neural, se desarrollan durante la tercera o cuarta
semana del embarazo durante la neurulacion, su etiologia parece ser
multifactorial.

Enzima: catalizador biolégico, normalmente una proteina, que mediatiza y
promueve un proceso quimico sin ser ella misma alterada o destruida. Son
catalizadores extremadamente eficientes y muy especificamente vinculados a
reacciones particulares.

Enzimas de restriccion: enzimas bacterianas sintetizadas como reaccion
defensiva frente ala invasion de ADN extrafio, como, por ejemplo, bacteriéfagos
ADN, a los que degrada mientras que el propio esta protegido por metilaciones
especificas. Cada una de estas enzimas escinden el ADN siempre en el mismo
sitio, en loci especificos 0 secuencias objetivo. Son las tijeras de la ingenieria
genética que abrieron las puertas a la manipulacion genética.

Fenotipo: Lo que parece existir en ciertos locus, es decir lo que se expresa. |l
Expresion bioquimica o clinica del genotipo.

Frecuencia Génica: Define las proporciones alélicas en un locus.

Gen: Unidad de transmision hereditaria; ocupa un sitio determinado en los
cromosomas llamado locus.

Genotipo: La contribucidn genética a la descendencia. Il La constitucién génica
de un locus particular.

Heterocigoto: Un individuo que ha recibido informacion genética diferente de
cada uno de los padres, para la unidad en cuestidon. Il Tener dos alelos
diferentes de un gen especifico.



Homocigoto: Un individuo que ha recibido la misma informacion genética de
cada uno de los padres, para la unidad en cuestion. I Tener dos alelos
idénticos de un gen especifico.

Kilobase (Kb): unidad empleada para medir la longitud de los fragmentos de
ADN constituidos por una serie de bases. 1 Kb = 1.000 bases.

Loci: en latin, plural de locus.
Locus: en genética, punto de un cromosoma ocupado por un gen.

Malformacion Congénita: Es la existencia de una alteracién intrinseca del tejido
afectado; que esta presente al momento del nacimiento, puede o no ser
heredado.

MTR: Gen que codifica para la enzima metionina sintasa.

Multifactorial: Causado por la interaccion de multiples genes y factores del
medio ambiente.

Mutacién: Cambio en la secuencia de bases nitrogenadas en la molécula de
DNA. Variacion espontanea o inducida del genoma.

PCR: Amplificacion enzimatica de fragmentos de DNA localizado entre un par
de iniciadores. Il Reaccién de la polimerasa en cadena, en la que la ADN
polimerasa copia un segmento de ADN, resultando en una enorme
amplificacion de una muy pequefia muestra. La técnica es ampliamente
utilizada en investigacion, diagndstico médico y medicina forense.

Péptido: polimero o cadena de aminoacidos

Polimorfismo genético: Presencia en iuna poblacion de dos o mas alelos de
cualquier sistema, en la que la frecuencia del mas raro de ellos no puede
explicarse por mutacion recurrente.

Secuenciacion: secuenciacidon de DNA. Determinacion del orden en el que se
disponen las bases que forman una molécula de DNA

Taqg polimerasa: una DNA polimerasa termoestable aislada de una bacteria,
utilizada en PCR.



APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Stock*

1 M MgClI2

0.5 M EDTA, pH 8.0
1M Tris, pH 7.5
SDS al 10%
Isopropanol

Etanol al 70%

Solucién de lisis RCB: 5mM de MgCI2, 1 mM EDTA
Almacenar a temperatura ambiente (TA).
Solucioén de lisis celular: 10mM de Tris, pH 7.5
1 mM EDTA
1% SDS
Almacenar a temperatura ambiente.
Solucién de RNasa: 10 mg/ml de RNasa (Sigma) en agua
Bidestilada.
Almacenar a -20° C.
Solucién de precipitacion de proteinas: 10mM de Tris, pH 7.5
1 mM EDTA, pH 8.0

Almacenar a TA.
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