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4. RESUMEN

La enzima 5,10-metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR) participa en
el metabolismo de los folatos y de la homocisteina, catalizando la reduccion del
5,10-MTHF a 5-MTHFR, importante en la regulacion de la sintesis de
nucleotidos y de las reacciones de metilacion. El gen MTHFR presenta una
variante molecular frecuente, la sustitucion C677T (Ala222Val) que en estado
homocigoto resulta en una enzima termolabil con una actividad de tan solo el
30% comparada con el homocigoto CC. Diversos estudios han demostrado que
el homocigoto TT tiene un riesgo aumentado para la ocurrencia de ciertas
malformaciones congénitas, en especial defectos del tubo neural, cardiopatias
y cancer entre otros. En estudios previos realizados en diversos estados del
pais, se han observado diferencias en cuanto a la prevalencia del alelo T
principalmente entre la zona norte y el resto del pais. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la prevalencia y variacion geogréfica de la variante
C677T del gen MTHFR en 12 estados de la Republica Mexicana. Para ello, se
analizaron muestras de ADN de recién nacidos de los estados de
Aguascalientes, Baja California Sur, Campeche, Coahuila, Durango, Estado de
México, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Quintana Roo y Sinaloa. Se
seleccionaron 50 muestras de niflos y 50 muestras de nifias por estado. El
ADN se obtuvo a partir de gotas de sangre preservada en papel filtro. La
identificacion de la variante se realiz0 mediante PCR-RFLP. Se determinaron
las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante, asi como el equilibrio de
Hardy-Weinberg en cada una de las poblaciones. Se compararon las
frecuencias observadas entre los diferentes estados y mediante el uso de
estadistica no paramétrica se identificaron diferencias estadisticamente
significativas. Se observé que las frecuencias genotipicas de la variante C677T
en los 12 estados estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. La frecuencia del
genotipo TT en el total de los estados analizados fue de 28% con una
frecuencia alélica de 0.52. Con respecto a la distribucion de los genotipos en
las poblaciones estudiadas, el homocigoto TT fue més frecuente en Puebla
(50%), y menos frecuente en Sinaloa (12%). Al hacer una comparacion entre
regiones, se observé una diferencia estadisticamente significativa entre la

frecuencia del alelo T en la region norte y las frecuencias de las regiones
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occidente (x?=9.817; p=0.002), centro (x°=48.346; p<0.001) y sureste
(x?=17.570; p<0.001) del pais, debido a una menor frecuencia del alelo T en la
zona norte. Por otro lado, se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa entre la frecuencia del alelo T de la regién occidente y de la regidn
centro (x*=6.247; p=0.012) (Tabla 5) debido a una mayor frecuencia del alelo T
en la zona centro. Los resultados de este estudio mostraron una marcada
diferencia en la frecuencia del alelo T en la regiéon norte del pais,
encontrandose disminuida comparada con el resto del pais. Estas diferencias
en la frecuencia del alelo T indican una heterogeneidad regional en la poblacion
de México. Este trabajo confirma los resultados de estudios previos donde se
reporta una menor frecuencia del alelo T en los estados de la zona norte del
pais comparada con las demas regiones. Por otra parte, la frecuencia alta de la
variante C677T en la poblacibn mexicana comparada con diversas poblaciones
alrededor del mundo, hacen de éste un marcador importante en el estudio de
los factores de riesgo genético para malformaciones congénitas y algunas
enfermedades cronico-degenerativas con alta prevalencia en nuestro pais y
gue se encuentran relacionadas con alteraciones en el metabolismo de los

folatos.
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5. ANTECEDENTES
5.1. Metabolismo de un solo carbono

El metabolismo de un solo carbono consiste en un sistema de rutas
interdependientes que forman una red de reacciones bioquimicas que
participan en la transferencia de moléculas de un solo carbono, importantes
para el metabolismo de los folatos, la homocisteina, la sintesis de ADN,
principalmente para la sintesis de timidilato y purina, los cuales son necesarios
para el mantenimiento de la integridad gendmica, asi como para diversas

reacciones de metilacion (Hazra, 2009; Tibbets, 2010).

El folato es una vitamina soluble del complejo B que esta presente en las
células como un grupo de cofactores que participan en el metabolismo de un
solo carbono. El folato activado por un carbono es necesario para la sintesis de
novo de las purinas y timidilato, también para la remetilacién de homocisteina a
metionina. La metionina es un aminoacido esencial para la sintesis de
proteinas y puede ser adenosilada a S-adenosilmetionina (AdoMet o SAM),
necesaria en la sintesis de poliaminas y en numerosas reacciones de
metilacion dependientes de SAM como: las proteinas, incluyendo las histonas,
las bases de citosina en el ADN, los neurotransmisores, los fosfolipidos y varias

moléculas pequenas (Stover, 2009).

Las rutas metabdlicas dependientes del folato estan
compartamentalizadas en la célula y aproximadamente el 40% del folato total
se encuentra en las mitocondrias. Una funcién principal del metabolismo de un
solo carbono en las mitocondrias es generar unidades de un carbono en forma
de formiato para el metabolismo de un carbono en el citoplasma. Los
aminoacidos serina, glicina, dimetilglicina y sarcosina se catabolizan en la
mitocondria para producir formaldehido, el cual es condensado con
tetrahidrofolato (THF) generando metilene-THF. El formaldehido activado con
metilene-THF es oxidado, formando 1-formil-THF, que sirve para formilar Met-
tRNA para la sintesis de proteinas mitocondriales, o alternativamente, 10-
formil-THF se hidroliza en THF y formiato, que entran en el citoplasma (Stover,
2009).
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En el citoplasma, las unidades de folato activado de un carbono
funcionan en una red anabdlica interdependiente que comprende tres rutas
biosintéticas: la sintesis de novo de purinas, que requiere 10-formil-THF para
los carbonos C2 y C8 del anillo de purina, la biosintesis de novo de timidilato,
gue necesita metilene-THF para la metilacién reductora de deoxiuridilato
(dUMP) para formar timidilato (dTMP) y la remetilacién de la homocisteina a
metionina, la cual requiere 5-metil-THF. El formiato entra a la mezcla del folato
activado de un solo carbono a través de una conversion ATP dependiente de
10-formil-THF, catalizada por 10-formil-THF sintetasa, la cual es codificada por
MTHFDL1. La biosintesis de purina dependiente de 10-formil-THF ocurre solo
cuando los nucleétidos no estan disponibles a través de la sintesis de purina
mediante la ruta de recuperacion. Recientemente se ha demostrado que las
enzimas que participan en la biosintesis de novo de las purinas estan
presentes en un complejo llamado purinosoma, formado solo cuando las
purinas exodgenas no estan disponibles. EI 10-formil-THF es también otra
fuente de derivados de folatos de un solo carbono. La fraccion formil del 10-
formil-THF puede ser reducida a metilene-THF por la metiniltetrahidrofolato
dehidrogenasa (también codificada por MTHFD1) en una reaccion NADPH
dependiente. Alternativamente, el metilene-THF (y la glicina) pueden ser
generados en el citoplasma a partir de serinay THF en una reaccion catalizada
por la serina hidroximetiltransferasa codificada por SHMTL1. El metilene-THF es
un cofactor para la metilaciéon del dUMP a dTMP en una reaccion catalizada por
timidilato sintetasa que es codificada por TYMS. En esta reaccidn, metilene-
THF sirve como donador de un carbono (en forma de formaldehido) y THF
sirve como donador de dos electrones, lo que genera dihidrofolato (DHF). La
dihidrofolato reductasa, codificada por DHFR, cataliza la conversion NADPH
dependiente de DHF a THF y regenera la funcionalidad de THF como cofactor.
Por otra parte, la fraccién de un carbono de metilene-THF puede ser reducida a
5-metil-THF en una reaccibn NADPH dependiente, catalizada por
metilenetetrahidro reductasa, codificada por MTHFR. 5-metil-THF sirve como
donador de un carbono para la conversibn de homocisteina a metionina,
vitamina B12 dependiente en una reaccion catalizada por metionina sintetasa,
la cual es codificada por MTR (Ho, 2010; Stover, 2009).
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Figura 1. Metabolismo de un solo carbono mediado por folato. El folato activado de
un solo carbono es utilizado en la sintesis de purinas y timidilato (dTMP) y en la
metilacion de homocisteina a metionina. THF: tetrahidrofolato; MTHFDL1:
metilenetetrahidrofolato dehidrogenasa; MTR: metionina sintetasa; MTHFR:
metilenetetrahidrofolato reductasa; SHMT1: serina citoplasmética
hidroximetiltranferasa; TYMS: timidilato sintetasa; DHFR: dihidrofolato reductasa;
CBS: cistationina B sintetasa. Referencia: Stover P., 2009.

También existe evidencia de que la biosintesis de novo del timidilato se
produce por un complejo multienziméatico. Ademas, las enzimas envueltas en
esta ruta tienen funcion tanto en el citoplasma como en el nucleo.
Aproximadamente 10% del folato celular se encuentra en el ndcleo y
recientemente se ha demostrado que el metabolismo de un solo carbono
mediado por el folato ocurre en el ndcleo. Durante la fase S del ciclo celular, las
enzimas TYMS, SHMT1, SHMT2 y DHFR que constituyen la via de novo
dTMP, sufren modificaciones postranscripcionales por el pequefio modificador
parecido a la ubiquitina (SUMO) para una posterior importacion nuclear. Existe

la evidencia que indica que la sintesis de dTMP ocurre en el nucleo durante la
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sintesis del ADN y la posibilidad de que la sintesis de dTMP dependiente de

folato no suceda en el citoplasma (Stover, 2009).
5.2. Metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

La enzima metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una
flavoproteina de 77kDa que esta constituida por dimeros, cada uno de ellos
estan unidos por una union no covalente a un dinucleétido adenosin-flavin
(FAD). Cada mondémero contiene un dominio catalitico N-terminal que se une al
cofactor FAD y el dominio regulatorio C-terminal estd unido a la enzima
alostérica SAM con actividad regulatoria e inhibitoria en respuesta a los niveles
de metionina en la célula. En cada monomero, el dominio catalitico se
encuentra en la posicion 677 y el dominio regulatorio en la 1298. (Langevin et
al., 2009; Martinez-Frias et al., 2008; Molloy et al., 2009).

La homeostasis intracelular del folato depende de la MTHFR que cataliza la
reduccioén irreversible de la 5,10-metilenetetrahidrolofato (5,10-metileneTHF) a
5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) (Figura 1), la principal forma circulante de
folato. El sustrato 5,10-metileneTHF es el donador de metilos para la
metilacion no reversible de deoxiuridina-5-monofosfato a deoxitimidina-5-
monofosfato (timidilato). El 5,10-metileneTHF puede ser oxidado a 10-
formilTHF. Por lo tanto, 5,10-metileneTHF es critico para el mantenimiento del
balance de nucledtidos para la sintesis de ADN. El 5-metilTHF, producto de la
MTHFR, provee los grupos metilo para la remetilacion de la homocisteina a

metionina, garantizando asi el suministro de SAM (Figura 1) (Sohn et al., 2009).
5.2.1. Gen MTHFR y sus variantes

El gen que codifica para la enzima MTHFR esté localizado al final del
brazo corto del cromosoma 1 en la region 1p36.3 de la posicion 11845787 a la
posicion 11866115. Tiene un tamafio de 13 kb y consta de 11 exones (Taioli
et al., 2009).

La region reguladora del gen MTHFR humano, contiene regiones promotoras
tipo caja CAAT y CG ademas de regiones para otros elementos asociados al
promotor (SP1, AP1, AP2). A pesar de la presencia de estas regiones

reguladoras carece de una secuencia conceso para caja TATA (Homberger et
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al, 2000). El analisis de la estructura genémica completa sugiere que ocurre
una iniciacion alternativa de corte y empalme, explicando lo que se ha
reportado en analisis de Western blot donde pueden encontrarse dos
isoformas: un polipéptido de 77 kDa en la mayoria de los tejidos y una de 70
kDa en el higado. Homberger y colaboradores, han reportado que existen
cuatro variantes del polipéptido: MTHFR1 (dos formas), MTHFR2 y MTHFR3.
Todas las variantes son idénticas en 3’, pero diferentes en la region 5
indicando la diferencia en el inicio alternativo. Las dos formas de MTHFR 1
parecen ser el resultado de un corte y empalme alternativo con la diferencia en

la presencia o ausencia de tres nucleotidos (Hombeger et al, 2000).

(T T T o W O NV VO I 7 T DU W T T W)

OMb 30Mb G0Mb S50Mb 120Mb 150Mb 1B0Mb 210Mb 240 Mb

11.846 Mh 11.851 Mh 11856 Mh 11.861 Mh 11 866 Mh

a # # f # - 3

3 = 5

———w § 1 1 EiEr 7 IR ]

Figura 2. A) Localizacién del gen MTHFR en el brazo corto del cromosoma 1 en la
region 1p36.3. B) Estructura del gen MTHFR.

Aproximadamente se han descrito 60 polimorfismos, asi como 41
mutaciones poco frecuentes pero deletéreas para MTHFR. Frosst y
colaboradores en 1995 fueron los primeros en clonar el gen de esta enzima 'y
describir el polimorfismo C677T (rs1801133), que es la variante funcional mas
comun y la mas estudiada, e implica una transicion de un citosina (C) por una
timina (T) en el exén 4 del nucleétido 677 del gen MTHFR, resultando la

conversion de una alanina por un valina en el codén 222 de la regién catalitica
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de la enzima (Frosst et al., 1995; Maruti et al., 2009; Langevin et al., 2009). La
proteina Glu429Ala tiene propiedades desde el punto de vista bioquimico
indistinguibles a la proteina silvestre; Ala222Val MTHFR es propensa a
disociarse en monémeros y a perder el cofactor FAD en disolucion, el resultado
es la pérdida de actividad en presencia de metiltetrahidrofolato o S-
adenosilmetionina. Este fenotipo es suficientemente adecuado para hacer
predicciones en estudios donde se compara la forma silvestre de Escherichia
coli con la mutante Alal77Val, homoéloga a la mutante humana Ala222Val
(Guenther et al., 1999).

Los heterocigotos (CT) y los homocigotos mutantes (TT) para la variante
C677T tienen respectivamente 65% y 30% de actividad enzimética de MTHFR,
con respecto a los homocigotos silvestres (CC) (Boccia et al., 2008; Boyles et
al., 2008); como resultado los homocigotos TT se han correlacionado con el
incremento de la termolabilidad y reducciéon de la actividad de MTHFR y por
consecuencia con niveles plasmaticos elevados de homocisteina y niveles

bajos de folato (Langevin et al., 2009).

5.2.2. Frecuencia de la variante C677T del gen MTHFR en diversas

poblaciones

Es posible que el polimorfismo C677T sea producto de una mutaciéon
ancestral debido a que esta fuertemente asociado a un haplotipo comun del
gen. Su distribucién en todo el mundo es muy heterogénea, no obstante la
frecuencia de la variante C677T varia de acuerdo al origen étnico, como se

observa en la tabla 1.

Wilcken y colaboradores (2003) estudiaron la distribucién geogréfica y
étnica del polimorfismo C677T en el gen MTHFR en mas de 7,000 recién
nacidos de 16 areas de Europa, Asia, América, medio Oriente y Australia. El
genotipo TT es particularmente comun en el norte de China (20%), sur de Italia
(26%) y México (32%). También hubo evidencia de gradientes geograficos en
Europa (de norte a sur un incremento) y en China (de norte a sur un
decremento). La frecuencia del genotipo TT fue baja en los recién nacidos de
ascendencia africana, intermedia entre los recién nacidos de origen europeo y

alta entre los recién nacidos de ascendencia hispanoamericana. Las areas en
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los extremos de la distribucién de la frecuencia mostraron desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg (Helsinki, sur de Italia y sur de China). Los
resultados sugirieron la existencia de fuerzas selectivas que conducen a la

variacion marcada.

Tabla 1. Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante C677T del gen
MTHFR en diversas poblaciones de diferente origen étnico.

Poblacién de estudio n= Frecugn_cias Frecuencia
genotipicas delalelo T
CC CT TT %
Europa
Italia, Campania 500 172 196 132 46.0
Italia, Sicilia 468 138 236 94 45.3
Italia, Véneto 385 128 198 59 41.0
Francia, Estrasburgo 178 72 85 21 35.7
Espafioles, Blancos 601 265 265 71 33.9
Hungria 378 165 171 42 33.7
Paises Bajos 188 97 79 12 27.4
Rusia 587 312 234 41 26.9
Finlandia, Helsinki 545 293 230 22 25.1
Asia
China-Norte, etnia Han 643 201 315 127 44.2
China-Sur etnia Han 430 167 228 35 34.7
Israel 210 120 72 18 25.7
Oceania
Australia, Blancos 228 146 119 23 36.2
América
México 500 91 248 161 57.0
USA, Hispanicos de Atlanta 62 22 29 11 41.1
USA, Blancos de Atlanta 300 142 126 32 31.7
Canada-Blancos de Alberta 240 136 90 14 24.6
USA, Asidticos de Atlanta 26 16 9 1 21.2
USA, Negros de Atlanta 298 231 59 8 12.6
Africa
Africa del oeste* 465 385 76 4 9.0

Referencia: Wilcken et al., 2003 y "Gueant-Rodriguez et al., 2007.

5.3. Importancia clinica y epidemioldgica de la variante C677T del gen
MTHFR

La alteracion del metabolismo de un solo carbono provoca la inadecuada

disponibilidad del folato y por consecuencia la variacion de las enzimas
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implicadas en las rutas que comprometen la sintesis de precursores de ADN, la

reparacion y metilacion de ADN.

Recientes estudios bioquimicos y estructurales de E. coli han puesto de
manifiesto que el polimorfismo C677T permite una disociaciébn mas rapida del
cofactor de estabilidad FAD, en comparacion con el tipo silvestre, lo que
provoca la modificaciébn de la termolabilidad y actividad de la enzima. La
adecuada concentracion de folato protege a la MTHFR de la pérdida del
cofactor FAD asegurando la actividad funcional de la enzima. Bajo altas
concentraciones de folato la cinética de la variante C677T de MTHFR es similar
al tipo silvestre, con lo cual se dedujo que solo cantidades bajas de folato
tienen un impacto funcional significativo en dicha variante. Cuando la ingesta
de acido fdlico y los nutrientes asociados es baja, la reduccién de la estabilidad
de la variante C677T resulta en la desactivacion de la enzima y la disminucion
del flujo de 5,10-metileneTHF hacia la metionina. La metilacion del ADN podria
verse afectada debido a la reduccion de los niveles de 5-metilTHF como
resultado de un suministro insuficiente de la dieta. De hecho el polimorfismo
estd asociado con el aumento de concentracion de homocisteina en plasma (un
indicador indirecto del estado de folato) de aproximadamente 25% (Jonge et
al., 2009) e hipometilacion de ADN gendémico en linfocitos, Unicamente en
individuos con baja concentracion de folato. Por lo tanto, con un consumo alto
de folato y cofactores asociados, el flujo de 5,10-metilTHF a 5-metilTHF
funcionaria apropiadamente, y los individuos con este polimorfismo tendrian

niveles adecuados de SAM para la metilacion 6éptima de ADN.

El dafio en el ADN, la inestabilidad genomica y el deterioro en la
reparacion del ADN son resultado del desequilibrio en el metabolismo del
folato, siendo importantes mecanismos de carcinogénesis. Tanto la
hipometilacibn del ADN gendmico como la hipermetilacion de genes
especificos para promotores de islas CpG son mecanismos epigenéticos
relacionados a la carcinogénesis. Sin embargo, estos supuestos efectos
funcionales de la variante C677T de MTHFR aun no han sido claramente
demostrados en organos diana (Sohn et al, 2008). Otra posibilidad es que el
nivel bajo de folato o la redistribucion de éste puedan también influir en el

riesgo de cancer a través de mecanismos de incorporacion de uracilo en el
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ADN, que puede dar lugar a roturas de doble cadena y dafio cromosomico,
debido al aumento de la actividad de la MTHFR que facilita la conversion de
5,10-metilene THF a 5-metil THF, disminuyendo los niveles citosolicos de 5,10-
metilene THF que reduce la sintesis de deoxitimidilato monofosfato e
incrementa la relacion dUMP/dTMP (Langevin et al., 2009). Las variantes
genéticas mas estudiadas en el metabolismo del folato en relacion a la
leucemia son la C677T y la A1298C de MTHFR. Ambas variantes reducen la
susceptibilidad en la edad adulta y la infancia a padecer leucemia linfoide pero
no mieloide. Actualmente por medio de un meta andlisis se concluy6é que la
presencia de 677TT es un efecto protector en la leucemia linfoblastica en edad
adulta pero no en la infancia. No obstante, Krajinovic y su grupo demostraron
en un estudio de interaccion gen-ambiente que los nacidos después de 1996,
afio en que se implementa la suplementacién con acido félico en Canada,
pierden el efecto protector (Krajinovic et al., 2004). Asimismo, la variante
C677T de MTHFR aumenta el riesgo de cancer gastrico en sujetos con baja
concentracion de folato (Jonge et al, 2009). Se ha probado que el alcohol actua
como antagonista del folato provocando mala absorcion, incremento en la
excrecion del folato o anormalidades en su metabolismo, a través de la
inhibicibn de la metionina sintetasa (MTR). La interaccion entre C677T de
MTHFR vy el alcohol ha sido reportado en cancer de estomago y de colon, el
consumo de alcohol esta asociado con el incremento del riesgo de cancer
gastrico en sujetos homocigotos TT para MTHFR (Langevin et al., 2009;
Graziano et al., 2006). Este polimorfismo también esta asociado con el riesgo
a varios tipos de cancer incluidos el de préstata, colon, mama y endometrio
(Terry et al., 2009; Xu et al., 2007).

En diversos estudios se ha encontrado asociacion entre la presencia del
polimorfismo C677T y el riesgo de infarto al miocardio, hipertension y

enfermedades cerebrovasculares.

Asi mismo la variante genéticas C677T se ha asociado a la fisiopatologia
de los defectos del tubo neural (DTN) en poblaciones de Polonia, Alemania,
Italia y Brasil. En el noroeste de México un analisis de genotipos demostro alta
proporcion de homocigotos TT en madres que tienen hijos con DTN (39. 6 vs

9.1 % en controles; p<0.05). Algunos estudios sugieren la existencia de una
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variacion geogréfica del efecto del polimorfismo en el riesgo de DTN (Candito
et al., 2008; Shang et al., 2008). Debido al rol que juega la enzima MTHFR en
el metabolismo del folato es muy probable que éste sea un factor de riesgo
para DTN, pues mantiene concentraciones bajas de folato y concentraciones
elevadas de homocisteina en plasma (Molloy et al., 2009). En México, de
acuerdo con los datos del programa de Registro y Vigilancia Epidemioldgica de
Malformaciones Congénitas (RYVEMCE) la prevalencia de DTN es de 3.5 por
1,000 nacimientos (Mutchinick et al., 1888).

5.3.1. Enfermedad cardiovascular

A partir de estudios de la mutacibn C677T en pacientes con
enfermedades cardiovasculares y controles, Kluijtmans y colaboradores (1996)
concluyeron que esta mutacion en el gen MTHFR en estado homocigoto se
asocia con un aumento de tres veces en el riesgo a padecer enfermedad

cardiovascular temprana.

Morita y colaboradores (1997) estudiaron 362 pacientes japoneses
varones con enfermedad de arteria coronaria confirmada mediante angiograma
y 778 controles. En ellos reportaron una frecuencia significativamente elevada
del genotipo C677T, correspondiente a la sustitucion de una valina, en el grupo
con la enfermedad. La asociacion fue mayor en los homocigotos que en los
heterocigotos, por lo que, Morita y colaboradores concluyeron que el
polimorfismo C677T, tal vez sea un factor de riesgo para la enfermedad arterial
coronaria, sin embargo, Van Bockxmeer y su grupo (1997) no encontraron
relacion en un estudio de 555 australianos blancos occidentales con
enfermedad de arteria coronaria documentada en angiogramas y 143 controles
no relacionados. Schwartz y colaboradores (1997) estudiaron la frecuencia
alélica del polimorfismo C677T de MTHFR en 69 mujeres blancas no hispanas
con antecedentes de infarto al miocardio y 338 controles, encontrando una
distribucion similar de los alelos en ambos grupos, por lo que concluyeron que
este polimorfismo no es un factor de riesgo en el infarto al miocardio en esta

poblacion.

Kelly y su grupo (2002) realizaron un meta-analisis para determinar el

riesgo a sufrir un accidente cerebrovascular isquémico asociado con
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hiperhomocisteinemia y el polimorfismo C677T de MTHFR; llegando a la
conclusién de que los datos apoyan una asociacion entre hiperhomocisteinemia
moderada y accidente cerebrovascular isquémico. El genotipo TT tal vez influye
minimamente en determinar la susceptibilidad a presentar accidente
cerebrovascular isquémico. De igual forma Klerk y colaboradores (2002)
efectuaron un meta-analisis del riesgo a presentar enfermedades coronarias en
relacion al polimorfismo C677T. En el concluyen gue los individuos con el
genotipo 677TT tienen un riesgo significativamente mayor para enfermedades
coronarias, particularmente en aquellos que se encuentran valores de folato
bajos. Estos resultados respaldan la hipétesis de que el metabolismo del folato
deficiente resulta en niveles elevados de homocisteina, la cual esta relacionada

con un riesgo aumentado de enfermedades coronarias.
5.3.2. Defectos de cierre de tubo neural

Motulsky (1996) reviso el posible papel de la homocisteina elevada y los
polimorfismos de MTHFR especificamente en enfermedades vasculares y
defectos del tubo neural. Cit6 datos de los Centros para el Control de
Enfermedades que indican que la administracion de acido fdlico antes y
durante las primeras cuatro semanas del embarazo puede prevenir 50% o mas
de los defectos de tubo neural. Mills y su grupo (1995) demostraron que las
madres de hijos con defectos del tubo neural tienen elevados los niveles de
homocisteina. Ademas, Van der Put y sus colaboradores (1995) encontraron
gue la frecuencia de los homocigotos para el polimorfismo de MTHFR es de 2 a
3 veces mayor entre las madres holandesas, padres y pacientes con defectos
del tubo neural. La baja frecuencia (aproximadamente 1% de homocigotos)
para el polimorfismo de MTHFR entre la poblacién afroamericana es de cierto
interés, pues sugiere una menor incidencia de defectos del tubo neural entre la
raza negra. Stevenson y su grupo (1997) citaron observaciones no publicadas
indicando que la prevalencia de los DTN en el sur de Carolina es de 16 por
cada 10,000 embarazos en blancos y de 10 por cada 10,000 embarazos en

negros.

Ou y sus colaboradores (1996) estudiaron cultivos de fibroblastos

procedentes de 41 fetos con DTN y compararon estos genotipos con 109
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muestras de sangre de la poblacién en general. En ellos demostraron que la
homocigocidad para C677T se asocia con un riesgo 7.2 veces mayor de DTN
(p=0.001). Ellos concluyeron que este polimorfismo puede proporcionar una
explicacion biologica parcial para la prevencion de DTN con é&cido fdlico.
En un estudio de pacientes franceses con diagndstico prenatal de DTN, Mornet
y su grupo (1997) no encontraron una frecuencia mas elevada de la mutacion
C677T en los casos que en los controles. Del mismo modo, Speer (1997)
investigd la variante termolabil de MTHFR en 65 pacientes americanos
caucésicos con DTN lumbosacro y sus padres no afectados, usando tanto un
estudio caso-control como el analisis de desequilibrio de ligamiento. No
encontro evidencia que apoye que una variacion en MTHFR es un factor de
riesgo significativo para DTN en esta poblacién. De Franchis y colaboradores
(1998) estudiaron 203 individuos vivos con espina bifida y 583 controles en
Italia. Ellos encontraron asociacion entre espina bifida e individuos
homocigotos para la mutacion C677T (RM=1.73) y no hubo incremento del

riesgo para pacientes heterocigotos.

Christensen y su grupo (1999) propusieron que el polimorfismo C677T
del gen MTHFR era el primer factor de riesgo genético para DTN identificado a
nivel molecular. El genotipo TT se ha observado con mayor frecuencia en
casos con DTN y en sus padres en comparacion con los controles (Van der Put
et al, 1995, 1997, Whitehead et al, 1995; Ou et al, 1996). Christensen
genotipificd y evalud los niveles de folato en 56 pacientes con espina bifida, 62
madres de los pacientes, 97 nifilos sin DTN (controles) y 90 madres de los
controles para determinar el impacto de estos factores sobre el riesgo de DTN.
En 20% de los casos y en el 18% de las madres de casos eran homocigotas
para el polimorfismo de MTHFR, en comparacion con 11% de los controles y
11% de las madres del grupo control, lo que indica que el genotipo mutante
confiere un mayor riesgo para DTN. El riesgo se increment6 aun mas si tanto
la madre como el nifio tenian este genotipo. Los niveles de folato fueron
menores en los casos y en sus madres, que en los respectivos controles. La
combinacion del genotipo homocigoto mutante y el nivel bajo de folato en el
cuartil mas bajo de la RM confiere una probabilidad de ser un caso de DTN de

13.43, y la probabilidad de 3.28 para tener un hijo con DTN. Christensen
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propuso que la interaccion genética-nutricion, es decir, el polimorfismo de
MTHFR vy niveles bajos de folato, se asocian con un mayor riesgo para DTN

gue la variante por si sola.

Mufioz-Moran y su grupo (1998) estudiaron la evolucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion A222V con la edad, a la que
[lamaron A225V; en una poblacién sana de 695 individuos del sur de Espania.
Se excluyeron las personas mayores de 40 afios para prevenir cambios en la
frecuencia debido a la posible implicacién de este gen en diferentes patologias
y habitos nutricionales. Todos los individuos fueron genotipificados para el
polimorfismo insercion/delecion del gen ACE para evaluar la homogeneidad en
las poblaciones de adultos y jovenes. Las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo en ACE no difirié significativamente entre las dos poblaciones.
Inesperadamente ellos encontraron un aumento sustancial en la frecuencia del
genotipo homocigoto VV en individuos menores de 20 afios. Encontraron un
cambio en la frecuencia del genotipo VV de 13% a 26%, que se inicio en las
personas nacidas entre 1977 y 1982 y que permanecio en este alto porcentaje.
También encontraron que la poblacion de la cual se obtuvieron estos individuos
estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg. En 1982 el tratamiento temprano con
folato para las mujeres embarazadas fue recomendado por el servicio de salud
nacional espafiola para prevenir DTN. Mufioz-Moran y su equipo, formularon
una hipoétesis sobre una asociacién entre la suplementacion temprana con
folato durante el embarazo y el incremento en el nUmero de recién nacidos con

el genotipo VV, especialmente en madres VV.

Reyes-Engel y su grupo (2002) evaluaron los polimorfismos C677T y
A1298C en el gen MTHFR para determinar una posible seleccién para estos
polimorfismos. Con base en pares elegidos al azar y desequilibrio de ligamiento
de los dos polimorfismos, se estimé que la tasa de fetos no viables de acuerdo
con las combinaciones de estos dos polimorfismos es de 4.63% en el grupo
de mas de 24 afos de edad y 6.31% para el grupo menor de 24 afios de edad.
Se ha detectado un incremento en la frecuencia de los alelos mutantes en el
grupo de edad mas joven, coincidiendo con un incremento generalizado de la
ingesta de folato en mujeres embarazadas en Espafia. La seleccién genética

detectada conduciria a un aumento en los individuos mutados. El nimero que
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segun los autores podria incrementarse 4 veces dentro de 75 afios; aunque
disminuye en general en los grupos mas jovenes. Los niveles de homocisteina
en plasma se muestran incrementados en los individuos de acuerdo al niumero

de mutaciones, especialmente los de alelo T.

5.3.3. Labio y paladar hendido

Shaw y colaboradores (1998) formularon la hipo6tesis de que los nifios
homocigotos para el genotipo C677T pueden tener mayor riesgo de presentar
labio leporino con o sin paladar hendido (LL/PH) debido a la actividad
enzimética disminuida de MTHFR. En su estudio de 310 nifios con LL/PH
aislados y 383 controles sin anormalidades congénitas, el analisis de ADN (el
cual se efectto en muestras de sangre de los recién nacidos) no indicé
aumento en el riesgo para LL/PH entre los homocigotos TT, ni tampoco los
resultados indicaron una interaccion entre el genotipo TT y el uso materno de

multivitaminicos en la ocurrencia de LL/PH.

Mills y su grupo (1999) examinaron la prevalencia de la mutacion C677T
en sujetos con fisura oral de un grupo de apoyo nacional irlandés y en un grupo
de controles anonimos seleccionado al azar de un programa de deteccidn
neonatal que cubre todos los nacimientos en Irlanda. De los 848 controles, 83
(9.8%) resultaron ser homocigotos TT, este genotipo fué casi 3 veces mas
comun en 27 sujetos (25.9%) con paladar hendido aislado y un poco mas
comun en 66 sujetos con labio leporino con o sin paladar hendido. Cuando los
dos grupos con diferentes etiologias se combinaron, la RM fue de 2.06. Asi, en
la poblacion irlandesa el genotipo homocigoto para el polimorfismo comun
relacionado con el folato y una MTHFR termolébil, es considerablemente mas
frecuente en aquellos con paladar hendido aislado y podria ser etiologicamente

importante.

Zhu y colaboradores (2006) estudiaron el polimorfismo C677T en 170
trios (formado por el caso y sus padres) chinos y observaron una moderada
asociacion entre el polimorfismo y labio/paladar hendido no sindrémico en
familias del norte de China pero no en los del sur de China. Los padres

heterocigotos en el norte tenian dos veces mas probabilidades de transmitir el
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alelo T de alto riesgo que los del sur (RM = 2.24). Por lo cual sugirieron que
puede haber heterogeneidad genética en el desarrollo de labio/paladar hendido

no sindromico entre las poblaciones del Norte y del sur de China.

Mostowska y su equipo (2006) no encontraron asociacion significativa
entre el polimorfismo C677T y labio/paladar hendido entre 122 mujeres polacas
con hijos afectados. En un estudio caso-control de familias brasilefias con
LL/PH, Gaspar y su grupo (2004) observaron que con la presencia de un alelo
T materno de  MTHFR habia una mayor probabilidad de tener descendencia
gue tenga el alelo menos comun de BCL3 (RM = 2.3, IC 95% = 1.1-4.8, p =
0.03). Ellos sugirieron que el genotipo de MTHFR materno juega un papel
importante en la susceptibilidad a presentar LL/PH, pero su efecto teratogénico
depende del genotipo de la descendencia.

5.3.4. Hipertension

Nishio y colaboradores (1996) proporcionaron informacion de la
frecuencia del polimorfismo C677T en la poblacion japonesa. No pudieron

encontrar una relacién significativa entre el polimorfismo y la hipertension.

Qian y su grupo (2007) realizaron un meta-analisis de 25 estudios publicados
qgue involucran al polimorfismo C677T de MTHFR y mas de 2,800 individuos
hipertensos de las poblaciones caucasicas y asiaticas, hallando evidencia de
una asociacion significativa en ambas poblaciones. Los autores sugirieron que

dicho polimorfismo es un factor de riesgo independiente para la hipertension.
5.3.5. Preeclampsia

Sohda y su equipo (1997) encontraron que el alelo T y el homocigoto TT
se incrementaron significativamente en un grupo de pacientes con
preeclampsia. Ellos concluyeron que la variante C677T del gen MTHFR es un

factor genético de riesgo para la preeclampsia.

En un estudio de 101 mujeres japonesas, incluidos 73 casos de
preeclampsia y 215 controles (embarazo normal), Kobashi y su grupo (2000) no
encontraron asociacion entre la variante C677T de MTHFR y preeclampsia.

Estos autores plantearon la hipotesis de que la falta de asociacion de la
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variante en su poblacion puede ser secundaria a las diferencias en la ingesta
de folato y sugieren que los factores dietéticos y/o los niveles de folato deben
ser analizados en estudios futuros de la variante C677T de MTHFR y la
preeclampsia.

5.3.6. Trombosis

Tonetti y su grupo (2002) describieron dos hermanas que eran
homocigotas para la mutacion C677T y heterocigotas para otras tres
mutaciones: dos mutaciones sin sentido heredadas del padre y una mutacién
en el sitio de corte y empalme (causando salto del exon 6), heredada por la
madre. Las anomalias del gen MTHFR se hicieron evidentes cuando una de las
hermanas, una mujer obesa de 27 afos, desarroll6 una embolia pulmonar ocho
meses después de tomar anticonceptivos orales. Ella tuvo problemas para
caminar desde la infancia y habia tenido dificultades en la escuela. EI examen
neurologico reveld signo de Babinski bilateral; la tomografia computarizada
reveld una embolia pulmonar bilateral y la ecografia diplex una trombosis de la
vena iliaca izquierda. El tratamiento con fibrindlisis restaur6 la capacidad
cardiopulmonar. Sin embargo, se encontré hiperhomocisteinemia masiva y
homocistinuria asociada con hipometioninemia. Ella perdié la orientacion
progresivamente y tuvo dificultades para caminar. Se diagnostic6é una
deficiencia de MTHFR grave, por lo que fue tratada con acido fdlico,
hidroxicobalamina, betaina y fluindiona. Su estado clinico mejord
gradualmente, recuperando las funciones intelectuales superiores. Su hermana
de 26 afios tenia retraso mental y paso lento. A la edad de 5 afios, presenté
convulsiones, dificultades para caminar, retraso mental y mostré sindrome
piramidal bilateral de las extremidades inferiores. La hiperhomocisteinemia se
trato como en su hermana pero sus sintomas no respondieron al tratamiento
con &cido folico. En sus padres, ambos de 54 afios de edad, la evaluacion
neurologica fue normal. El padre habia presentado un infarto al miocardio a los
48 afios; fue tratado con &cido félico debido a hiperhomocisteinemia moderada.
La madre nunca habia experimentado trombosis venosa o arterial, pero fue

tratada con acido folico por una hiperhomaocisteinemia leve.

Queffeulou y colaboradores (2002) reportaron el caso de una trombosis
de la arteria renal en un hombre de 42 afos, quien era homocigoto para la
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mutacion C677T y tenia niveles bajos de folato. Ellos sugirieron que el fumar

contribuye a la patogénesis de dicha enfermedad.

En un estudio en Grecia de la enfermedad tromboembdlica venosa, Zalavras y
su grupo (2002) encontraron que el genotipo TT de la variante C677T del gen
MTHFR era significativamente mas frecuente en los pacientes que en los
controles, no obstante; ellos no pudieron establecer una asociacién con esta

enfermedad.

Quere y su equipo (2002) encontraron una fuerte asociacién entre las
concentraciones del metilfolato en glébulos rojos y el riesgo para
tromboembolia venosa que varia de acuerdo al genotipo de C677T. Su método
para medir metilfolato en glébulos rojos fue criticado.

Lu y su grupo (2002) no lograron encontrar evidencia de que el polimorfismo
C677T fuera un factor de riesgo para tromboembolia pulmonar en poblacion
china.

Keijzer y colaboradores (2002) concluyeron que tanto la hiperhomocisteinemia
debida al polimorfismo C677T como el factor V de Leiden son factores de
riesgo para trombosis venosa recurrente. Ellos encontraron que el riesgo de
gue se presente la trombosis es mayor en individuos que tienen ambos factores

de riesgo.

En un estudio en China, Li y su equipo (2002) investigaron el papel de la
hiperhomocisteinemia y la variante C677T en pacientes con sindrome Budd-
Chiari. Ellos compararon 41 pacientes afectados con 80 controles sanos. Los
niveles de homocisteina en el plasma de los hombres fueron significativamente
mas altos en los pacientes afectados comparados con los controles normales.
La frecuencia de los homocigotos TT estaba significativamente incrementada
mientras que la frecuencia de los heterocigotos CT no lo estaba, en relacién

con los controles.

En un meta-analisis de 22 estudios caso-control donde incluyeron 3,387
pacientes adultos blancos; Casas y su grupo (2004) encontraron una
asociacion estadisticamente significativa entre choque isquémico y la
sustitucion 677CT (RM = 1.24).
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5.3.7. Sindrome de Down

Hobbs y colaboradores (2000) encontraron que el polimorfismo C677T
para MTHFR es mas frecuente entre madres de hijos con sindrome de Down
que entre madres de controles, con una RM de 1.91. Conjuntamente, los
homocigotos para el polimorfismo 66A-G del MTRR estan independientemente
asociados con un incremento de 2.57 veces el riesgo. La presencia de ambos
polimorfismos combinados est& asociada con un riesgo elevado para sindrome
de Down, mas que la presencia de uno solo. Los dos polimorfismos aparecen
fuera de la actividad multiplicativa. O Leary y su grupo (2002) examinaron la
prevalencia de la variante C677T de MTHFR entre 48 madres que tenian un
hijo con sindrome de Down y 192 madres controles. La frecuencia del genotipo
C677T de MTHFR no estaba significativamente elevado en las madres de
nifios con sindrome de Down (p=0.74). Sin embargo, las madres que eran
heterocigotas u homocigotas para la variante de MTHFR y homocigotas para la
variantes 66A-G en MTRR tenian 2.98 veces mas riesgo de tener un hijo con

sindrome de Down (p = 0.02).

Stuppia y su equipo (2002) estudiaron la presencia del polimorfismo
C677T en 64 madres de hijos con trisomia 21 y 112 madres controles del
centro de ltalia. La frecuencia del alelo T fue mas elevada en las madres
controles (48%) que en las madres de nifios con trisomia 21 (44%). Los
resultados no sustentan la presencia de un riesgo elevado para sindrome de

Down entre las portadoras del alelo T en la poblacion italiana.

Hobbs y colaboradores (2002) examinaron la frecuencia de la
transmision de los alelos C y T para MTHFR en padres heterocigotos de nifios
con sindrome de Down en 202 familias caucasicas. Los resultados indicaron
gue el alelo T fue transmitido a los nifios que presentaban sindrome de Down
con una tasa significativamente mas elevada de lo esperado, basandose en la
herencia mendeliana, y la tasa de transmision del alelo C fue significativamente
mas baja (p<0.009). Los autores también analizaron de forma independiente
las frecuencias de transmision por via materna y paterna de los alelos, para
evaluar el potencial de los efectos relacionados con el origen. Debido a que la

gran mayoria de las concepciones con trisomia 21 terminan en la pérdida del
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embarazo, Hobbs y su equipo, se preguntaron si la transmision preferencial
observada del alelo T en esta poblaciéon de nacidos vivos con sindrome de
Down podria reflejar una ventaja de supervivencia. Ellos presentaron una
interpretacion bioquimica de estos resultados en base a una interaccion
materno-fetal del alelo T de MTHFR en el contexto de una sobreexpresién
constitutiva de tres copias del gen CBS (cistationina beta-sintetasa) en fetos

con trisomia 21.

Yanamandra y su grupo (2003) analizaron 22 pacientes caucasicas
embarazadas de cariotipo fetal con trisomia 21 y 375 nifios caucéasicos
controles para polimorfismo C677T de MTHFR. La frecuencia del homocigoto
TT en madres de nifios con sindrome de Down fue de 13.6% comparado con
13.3% en madres de los nifios controles, y la frecuencia del alelo T mutante fue
de 0.364 en madres con hijos con sindrome de Down comparado con 0.356 en
los controles (RM=1 para ambos). Los autores no encontraron correlacion de
la frecuencia de los homocigotos TT o del alelo T con los casos prenatales con

sindrome de Down.

Entre mujeres turcas; Boduroglu y colaboradores (2004) no logr6é encontrar una
relacion estadisticamente significativa entre los polimorfismos 677CT y 1298AC

en el gen MTHFR y el riesgo de tener hijos con sindrome de Down.
5.3.8. Cancer

La metilacion aberrante del ADN es un rasgo comun de las neoplasias
humanas. Paz y su grupo (2002) estudiaron la herencia interindividual de la
susceptibilidad de los procesos epigenéticos de la hipermetilacion de las islas
CpG y la hipometilacion genomica global, las cuales se observaron
simultaneamente en células cancerigenas. Ellos genotipificaron 233 pacientes
con tumores colonrectales, de pecho o de pulmones para 4 variantes de lineas
germinales en 3 genes involucrados en el metabolismo del grupo metilo. Se
encontré una asociacion positiva entre la metilacion aberrante y el alelo T. La
segunda asociaciéon fue la metilacion aberrante con el genotipo homocigoto

para el alelo 2756G de la metionina sintetasa.
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Castro y colaboradores (2004) investigaron el efecto de los
polimorfismos 677CT y 1298AC en el estado de la metilacion del ADN
gendmico de leucocitos en 96 sujetos blancos portugueses no relacionados.
Los autores encontraron que ambas mutaciones cuando son homocigotas
estan asociadas con la disminucién de la metilacion de ADN, si bien, el efecto
estd menos marcado para la tranversion 1298AC. EIl andlisis de regresion
corroboré que la actividad de MTHFR mutante esta mediada por el uso de
folato. Castro y su grupo sugirieron que el genotipo 1298CC de MTHFR,
independientemente del uso de folato, y el genotipo 677TT con niveles bajos
concomitantes de folato, tal vez sean un factor de riesgo potencial para el

estado de las enfermedades asociadas con la hipometilacion del ADN.

Hubner y su equipo (2007) analizaron el fenotipo para inestabilidad de
microsatélites (MSI) en 1,685 muestras de céancer colonrectal (CCR) y
genotipificaron la variante C677T de la MTHFR en el ADN de la linea germinal
de todos los casos y 2,692 controles sin cancer. En comparacion con los
individuos homocigotos silvestres, aquellos con el genotipo 677TT eran mas
propensos a tener MSI de microsatélites estables (MSS) en CCR con una RM
de 1.90. Cuando las frecuencias del genotipo 677CT en casos de CCR con
MSS fueron comparadas con los controles, los individuos con un genotipo TT
tenian un menor riesgo para cancer (19%) en comparacion con los silvestres
CC (RM = 0.81). Por el contrario cuando los casos de CRC con MSI fueron
comparados con los controles, los pacientes con uno o dos alelos T tenian un
riesgo mayor para cancer (42%; RM=1.42). Hubner y su grupo, concluyeron
gue los individuos homocigotos TT para MTHFR tienen mayor probabilidad de
desarrollar CRC con MSI que aquellos con el genotipo silvestre, y que éste
polimorfismo comun tiene influencia diferencial sobre el riesgo para CCR MSS
y MSI.

5.3.9. Esquizofrenia

Lewis y su grupo (2005) realizaron un meta-andlisis de 6 estudios (1,119
casos y 1,308 controles) que involucran el polimorfismo C677T de MTHFR vy el
riesgo para esquizofrenia. Ellos encontraron que los homocigotos TT tienen un

riesgo significativamente elevado (RM = 1.48: IC 95% = 1.18-1.86), apoyando
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el papel de este gen y del metabolismo del folato como factor de riesgo para

esquizofrenia.

Muntjewerff y colaboradores (2005) efectuaron un estudio caso-control
donde cuantificaron el riesgo para esquizofrenia en presencia de
concentraciones elevadas de homocisteina y del haplotipo 677TT de MTHFR
en 254 pacientes con esquizofrenia y 414 controles sanos de ascendencia
holandesa. Las concentraciones de homocisteina fueron estratificadas en
cuartiles, encontrando que el riesgo para esquizofrenia estaba incrementado en
el cuarto y tercer cuartil, comparado con el cuartil mas bajo (RM = 3.3, ICgsy, =
1.2-9.2; RM = 3.1, ICgs = 1.2-8.0 respectivamente). Se observé una relacion
significativa dosis-respuesta del incremento de los niveles de homocisteina y
del incremento del riesgo para esquizofrenia (p = 0.036). El genotipo TT esta
asociado con tener esquizofrenia (RM de 1.6 e I1Cgs0, de 0.96-2.8). El genotipo
homocigoto TT comparado con el homocigoto para el alelo C confiere con una
RM de 1.3 ICgs (0.91-1.8). Los niveles elevados de homocisteina y el
genotipo TT estan asociados con el incremento del riesgo para esquizofrenia.
Muntjewerff y su grupo (2006) reportaron en un meta-andlisis de estudios
retrospectivos de las concentraciones de homocisteina (812 casos y 2,113
controles) para examinar la asociacion de la homocisteina y la esquizofrenia.
Ademas, el meta-analisis de 10 estudios (2,265 casos y 2,721 controles) sobre
el polimorfismo C677T de MTHFR se llevd a cabo para evaluar si esta
asociacion era causal. El incremento de los niveles de homocisteina (5
micromol/L) esta asociado en un 70% ICgsy (27-129) con un riesgo aumentado
para esquizofrenia. El genotipo TT esta asociado en un 36% ICgsy, (7-72) con
un riesgo elevado para esquizofrenia comparado con el genotipo CC. Las
evidencias de la asociacion de la homocisteina con la esquizofrenia y la
asociacion entre la esquizofrenia y el genotipo homocigoto TT del gen MTHFR,
apoya la causalidad entre un metabolismo alterado de la homocisteina y el

riesgo para esquizofrenia.

En un meta-analisis de la base de datos SzGene (1,211 pacientes y
1,729 controles), Allen y su grupo (2008) encontraron una asociacion entre la

susceptibilidad para presentar esquizofrenia y dos variantes de MTHFR, 677CT
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y 2298CT. Los autores notaron que ambas sustituciones reducian la actividad
de la enzima MTHFR.

En un estudio de 200 pacientes externos con esquizofrenia, quienes fueron
evaluados con la escala de sindromes positivo y negativo (PANSS), Roffman y
su equipo (2008) encontraron que las puntuaciones de los sintomas negativos
se relacionaron significativamente con la dosis del alelo T, con sujetos T/T que
presentaron los sintomas mas pronunciados (Prueba de razén de verosimilitud
LRT = 4.18, p = 0.041); la proteccidn contra los sintomas positivos se relaciona
con una mayor carga del alelo 677T (LRT = 5.07, p = 0.024). El efecto del alelo
T en la gravedad de los sintomas negativos esta correlacionado con los niveles
de folato sérico.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La metilenetetrahidrofolato reductasa es una enzima clave en el
metabolismo de los folatos y en la sintesis de ADN; el polimorfismo C677T,
ocasiona una disminucién en su actividad de hasta un 70%. El genotipo
homocigoto (677TT) ha sido relacionado con niveles bajos de folato en plasma,
homocisteina elevada en plasma, distribucion alterada de distintos tipos de
folato en las células y aumento del riesgo de tener hijos con defectos de cierre
del tubo neural, susceptibilidad a algunos tipos de céancer, problemas
obstétricos en mujeres gestantes y riesgo de padecer enfermedad coronaria,
entre otros. Debido a la implicacion de dicha enzima en diversas enfermedades
se han determinado las frecuencias de la variante C677T en distintas
poblaciones para establecer si la presencia de este polimorfismo es un factor
de riesgo, no obstante, las investigaciones efectuadas han sido en poblaciones
al azar, en el caso de México, se han analizado solo algunas regiones, y solo
un trabajo abarca varias regiones geogréaficas del pais, por lo cual es

importante analizar todas las areas geograficas.
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7. JUSTIFICACION

Las concentraciones elevadas de homocisteina se han considerado un
factor de riesgo para neoplasias, malformaciones congénitas, como los
defectos del tubo neural, afecciones cardiovasculares y patologias neuro-
siquiatricas. Actualmente se conoce que las mutaciones en los genes que
codifican para las enzimas de las vias metabdlicas de la homocisteina pueden
ocasionar hiperhomocisteinemia, por lo que diversos estudios se han enfocado
en analizar la asociacion entre los cambios en la secuencia del genoma como
causa de hiperhomocisteinemia. Entre ellos se encuentran las variantes en la
secuencia del gen que codifica la enzima metilenetetrahidrofolato reductasa
(MTHFR). Hasta el afio 2006 se habian descrito 29 variantes o polimorfismos,
cuya funcionalidad varia de 13 a 149% de actividad enzimética. ElI primer
polimorfismo identificado fue el cambio de citosina (C) por timina (T) en el
nucleotido 677 del gen. Este polimorfismo cambia el aminoacido alanina por
valina, con lo que se genera una variante enzimatica termolébil cuya actividad
esta disminuida en mas del 50% en estado homocigoto, con la consecuente
disminuciéon de los niveles de 5-metiltetrahidrofolato en plasma y un aumento
de la homocisteina. La actividad también esta disminuida aunque en mucho
menor grado, en los individuos heterocigotos. Se ha reportado que la poblacion
mexicana es una de las de mayor prevalencia de la variante T y del genotipo
TT en diversos grupos étnicos. La heterogeneidad en la frecuencia poblacional
de nuestro pais y la importancia que esta variante tiene como factor de riesgo
en enfermedades de alta morbilidad y mortalidad, nos lleva a analizar su

prevalencia en diferentes estados de la Republica Mexicana.
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8. OBJETIVOS

8.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de la variante C677T del gen MTHFR en muestras de

recién nacidos vivos originarios de 12 estados de la Republica Mexicana,

mediante la técnica de PCR-RFLPs, para conocer su distribucién geografica.

8. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la determinacion genotipica de la variante C677T del gen
MTHFR por medio de la técnica de PCR-RFLPS en muestras de recién
nacidos vivos originarios de los estados de Aguascalientes, Baja
California Sur, Campeche, Coahuila, Durango, Estado de Meéxico,
Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Quintana Roo y Sinaloa, para

calcular su frecuencia.

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas para la variante C677T
del gen MTHFR por el célculo del porcentaje de individuos de cada

genotipo que estan presentes en los estados analizados.

Determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg de las frecuencias
genotipicas obtenidas en cada uno de los estados estudiados, utilizando
la prueba de chi cuadrada de bondad de ajuste para evaluar si la

poblacién cumple con este criterio.

Identificar diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
geografica de la variante C677T del gen MTHFR, entre los estados
analizados y las zonas geogréficas a las que pertenecen, a través el uso
de estadistica no paramétrica para conocer la heterogeneidad de la

poblacion analizada.
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9. HIPOTESIS

Si existe heterogeneidad regional en la poblacibn mexicana, habra
diferencia en las frecuencias de la variante C677T del gen MTHFR en los
estados analizados, por lo que sera posible encontrar diferencias entre la

poblacién de los estados y las zonas geograficas estudiadas.

10. MATERIAL Y METODOS

El presente es un estudio descriptivo de tipo transversal retrospectivo.
10.1. Poblacién de estudio

Recién nacidos vivos de ambos sexos originarios de diferentes estados
de la Republica Mexicana.

10.1.1. Recoleccion de la muestra

Personal especializado en tamiz neonatal tom6 muestras de sangre
periférica del talon de recién nacidos vivos de 12 estados de la Republica
Mexicana: Aguascalientes, Baja California Sur (BCS), Campeche, Coahuila,
Durango, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Quintana
Roo y Sinaloa.

10.1.2. Criterios de seleccién

a) Inclusién: se incluyeron recién nacidos vivos originarios de diversas zonas
de la Republica Mexicana que participaron en el “Programa de deteccién de
hipotiroidismo congénito” y de quienes se obtuvieron los siguientes datos en su

ficha de identificacion:

e Numero de identificacion de la muestra
e Estado de la Republica Mexicana
e Jurisdiccidon o zona geografica a la que pertenece el hospital de donde
provino la muestra
e Datos del recién nacido:
o Sexo
o Peso al nacer

o Edad gestacional
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o Estado de salud al nacimiento
o Presencia de malformaciones congénitas
o Signos de hipotiroidismo
e Datos de la madre:
o Edad

o Presencia de enfermedad tiroidea

b) Exclusion: se excluyeron aquellas muestras de recién nacidos que no

cumplieron con todos los datos demograficos y clinicos.
10.1.3. Tamafo de la muestra

Se recolectaron 1200 muestras de recién nacidos vivos (50 de sexo masculino
y 50 de sexo femenino por cada estado).

10.2. Métodos de analisis de laboratorio
10.2.1. Extraccion de ADN

Se recortaron dos discos de 3 mm del papel filtro en donde se
encontraban preservadas las muestras. Los discos fueron colocados en un
microtubo de 600pL y se adicionaron 400 pL de solucion de purificacion (DNA
Purification Solution, QIAGEN®) dejando incubar la muestra durante 15 minutos
a temperatura ambiente; al término de este tiempo se retird la soluciéon con una
micropipeta. Se efectué un lavado mas con la misma solucién de purificacion.
Posteriormente se afiadieron 400uL de isopropanol, incubando 1 minuto a
temperatura ambiente y lavando por pipeteo para eliminar la solucién. El lavado
con isopropanol se repiti6 2 veces mas. Los discos se secaron en un
concentrador al vacio (Speed Vac, Eppendorf®) durante 25 minutos, una vez
secos fueron transferidos a un microtubo limpio. Se hizo otro lavado con 300 pL
de una solucién de elusién (Elution Buffer AE, QIAGEN®) que ademas permitié
preservar el ADN evitando la hidrolisis del mismo, se incub6é 15 minutos a
temperatura ambiente y con una micropipeta se deseché el buffer AE sucio.
Finalmente los discos se incubaron a 99°C por 15 minutos con 200 pL de

solucion de elusion AE. El eluido se recuperd en un microtubo limpio.
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10.2.2. Cuantificacion de ADN

Para determinar la concentracién y calidad del ADN extraido se realizd una
cuantificacién por espectrofotometria en el NANODROP® a una longitud de
onda de A=260nm. La determinacion se realizé utilizando como blanco la

solucién de elusion AE.

10.2.3. Amplificacion mediante PCR y evaluaciéon electroforética de los

productos

Mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificO un
fragmento de 142 pb del exdn 5 del gen MTHFR que abarca el nucleétido de
interés en la posicion 677. Para la mezcla de reaccion se utilizaron 20 ng de
ADN, en una reaccion que contenia 1.5 mM de MgCl,, 1X de buffer para la
Tag polimerasa, 0.2 mM de dNTPs, 0.1 mM de cada primer (sentido142F5’-
GAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCT-3 y antisentido142R 5-
TGATGCCCATGTCGGTGCATGCCT -3"), 1U de la enzima Tag polimerasa en
un volumen final de 20 pL. La reaccion de PCR se llevé a cabo en un
termociclador BIORAD® bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 1
minuto, alineamiento a 63°C por 1 minuto y elongacién a 72°C por 1 minuto

ademas de un paso de elongacion final a 72°C por 8 minutos.

La calidad de los productos de amplificacion se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se

visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta.
10.2.4. Genotipificacion por RFLPs y electroforesis

La variante C677T de MTHFR genera un sitio de restriccion para la
enzima Taq |, de tal manera que el genotipo de cada muestra se determiné
mediante el analisis de polimorfismos de la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLPs) (Figura 3). La genotipificacion del polimorfismo se realizé
mediante una digestion enzimatica a 65°C por 4 horas donde se emplearon 10
puL de ADN amplificado, buffer para la enzima a una concentracion 1X,
albumina sérica bobina al 1% y 10 unidades de la enzima de restriccion Taq |

en un volumen final de 20 pL. Los productos de digestion se separaron por

40



electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio que se

visualiz6 en un transiluminador.

8680 BAACCACCEACCIIMGACEEIGACEIGAAGCACTTGAAGGAGAAGG

TGTCTGCGGGAGICI/TICGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTG

ACACATTCTTCCGCTTTGTGANGECATCCACCEACATEEEEATES526

La enzima Taq | reconoce la secuencia T|CGA
PRIMERS
8689 GAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCT 8714 Sentido
8826 GATGCCCATGTCGGTGCATGCCT 8804 Antisentido

Figura. 3 Fragmento de 142pb de MTHFR digerido con la enzima Taq |

El cambio C—T de la variante C677T de MTHFR genera un sitio de
restriccion para la enzima Taql que reconoce la secuencia T|CGA y genera
dos fragmentos de restriccion, uno de 84 y uno de 58 pb, asi se pudieron
identificar dos bandas correspondientes al genotipo homocigoto mutante (TT),
una sola banda de 142pb correspondiente al homocigoto silvestre (CC) y tres
bandas de 142pb, 84pb y 58pb que definieron al genotipo heterocigoto (CT).

10.2.5. Andlisis estadistico

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la variante C677T
de MTHFR en cada estado analizado. Se realizo la determinacién del equilibrio
de Hardy-Weinberg mediante la prueba de Chi cuadrada de bondad de ajuste
comparando las frecuencias genotipicas observadas con las frecuencias
genotipicas tedricas esperadas de cada uno de los estados. Se compararon
las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante C677T entre cada uno de
los estados estudiados y las zonas geogréficas a las que pertenecen a través

de una prueba de Chi cuadrada.
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11. RESULTADOS
11.1. Genotipificacion de la variante C677T del gen MTHFR

La genotipificacion de la variante C677T de MTHFR se realiz6 a partir de
la digestién de un amplificando de 142 pb con la enzima Taq |. La identificacién
de los diferentes genotipos para MTHFR se pudieron observar mediante la
electroforesis, como se muestra en la figura 4. En el caso del genotipo silvestre
(CC), éste se puede identificar en el gel como una banda de 142pb la cual no
fue digerida por la enzima, mientras que para el genotipo mutante (TT), la
enzima gener6 fragmentos de 84pb y 58pb. Para el genotipo heterocigoto (CT)

se observaron bandas de 142pb, 84pb y 58pb.

CC CT TT

<« 142 pb

58 pb

Figura. 4. Patron electroforético de la digestion con Taql del
amplificado de 142 pb

11.2. Frecuencias genotipicas y alélicas de la variante C677T del gen
MTHFR

La genotipificacion de la variante se efectué en 1200 muestras, 600
nifos y 600 niflas de 12 estados de la Republica Mexicana correspondientes a

las zonas norte, occidente, centro y sureste del pais.

Una vez genotipificada la variante C677T del gen MTHFR, se calcularon las
frecuencias alélicas y genotipicas de cada estado, como se muestra en la tabla
2.
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante C677T del gen MTHFR
en 12 estados de la Republica Mexicana.

Frecuencia
Region Estado Genotipos Frecuencia IC 95%
geografica Alelo T
CC CT TT
Norte Sinaloa 0.43 0.45 0.12 0.35 0.28-0.42
Durango 0.30 055 0.15 0.43 0.36-0.50
Baja California Sur 0.31 0.46 0.23 0.46 0.39-0.53
Coahuila 026 052 0.22 0.48 0.41-0.55
Occidente  Aguascalientes 026 047 0.27 0.51 0.44-0.58
Guanajuato 0.17 057 0.26 0.55 0.48-0.62
Centro Querétaro 022 048 0.30 0.54 0.47-0.61
Estado de México 016 056 0.28 0.56 0.49-0.63
Hidalgo 0.11 052 0.37 0.63 0.56-0.70
Puebla 0.14 0.36 0.50 0.68 0.62-0.74
Sureste Quintana Roo 019 054 0.27 0.54 0.47-0.61
Campeche 020 045 0.35 0.58 0.51-0.65
TOTAL 0.23 0.49 0.28 0.52 0.46-0.60

n = 100 individuos por estado

La frecuencia promedio del genotipo TT en los 12 estados analizados
fue de 28% con una frecuencia alélica promedio de 0.52. En la figura 5 se
muestra graficamente que el genotipo TT fue mas frecuente que el genotipo CC
en la mayoria de los estados analizados, observandose la mayor frecuencia en
Puebla (0.50); sin embargo, en los estados de la zona norte fue menos
frecuente, particularmente en Sinaloa (0.12). Con respecto a la distribucion de
los alelos en las poblaciones estudiadas, el alelo T fue mas frecuente en
Puebla (0.68) y menos frecuente en Sinaloa (0.35), comparado con el resto de

los estados (Figura 6).
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Sinaloa— —e—y
Durango-— — |
Baja California— | |
Coahuila— |—o—-|
Aguascalientes— I——a-—|
g Guanajuato— I—-a—-|
E Querétaro— |
Estado de México— |_+H
Hidalgo—
Puebla— e
Quintana Roo— |
Campeche— I-—o—l
| I i |
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80
FRECUENCIAALELO T

Figura 6. Representacion grafica de la frecuencia del alelo T del gen MTHFR
en 12 estados de la Republica Mexicana.

11.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Mediante el uso de la prueba de Chi cuadrada de bondad de ajuste, se
determind si la distribucion de los genotipos para la variante en las poblaciones
estudiadas se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg. En todos los
estados estudiados, el valor de p obtenido en la prueba de Chi cuadrada fue
superior a 0.05 (Tabla 3), lo que indic6 que no existen diferencias significativas
entre las frecuencias genotipicas teoricas esperadas y las genotipicas
observadas por lo cual se establecié que todas las poblaciones estudiadas se

encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 3. Determinacién del equilibrio de Hardy-Weinberg en los estados
estudiados.

Region Estado X? P
Norte Sinaloa 0.0018 > 0.05
Durango 1.5705 > 0.05
Baja California Sur 0.5486 > 0.05
Coahuila 0.1736 > 0.05
Occidente Aguascalientes 0.3588 > 0.05
Guanajuato 2.2293 > 0.05
Centro Querétaro 0.1143 > 0.05
Estado de México 1.8595 > 0.05
Hidalgo 1.3317 > 0.05
Puebla 2.9857 > 0.05
Sureste Quintana Roo 0.7561 > 0.05
Campeche 0.6285 > 0.05

n= 100 individuos por estado

11.4. Comparacion de la frecuencia alélica de la variante C677T del gen

MTHFR entre diferentes regiones geograficas de la Republica Mexicana.

Al comparar la frecuencia del alelo T entre los estados de cada una de
las regiones estudiadas, s6lo en la regiébn centro y la regidon norte se
observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
frecuencias de la variante C677T del gen MTHFR. De los 4 estados de la zona
norte analizados Sinaloa tuvo una menor frecuencia del alelo T (x°=8.683;
p=0.034) comparado con Durango, BCS y Coahuila. De los estados del centro,
la frecuencia del alelo T fue mayor en el estado de Puebla comparado con el
estado de Querétaro, Hidalgo y el Estado de México (x°=10.418; p=0.015).
Entre los estados de las regiones occidente (x°=0.491; p=0.483) y sureste
(x?=0.365; p=0.546) no se observaron diferencias en la frecuencia del alelo T
(Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion de las frecuencias alélicas de la variante C677T del gen
MTHFR entre estados que conforman las diferentes regiones geograficas.

Frecuencia Frecuencia

Regién Estado AISIO AI_?IO del alelo del alelo X? p
C T
n= n=
Sinaloa 131 69 0.66 0.35
Norte Durango 115 85 0.58 0.43
BCS 108 92 0.54 0.46
Coahuila 104 96 0.52 0.48 8.683 0.034
Occidente Aguasqalientes 99 101 0.50 0.51
Guanajuato 91 109 0.46 0.55 0.491 0.483
Querétaro 92 108 0.46 0.54
Centro Edo de México 88 112 0.44 0.56
Hidalgo 74 126 0.37 0.63
Puebla 64 136 0.32 0.68 10.418 0.015
Sureste Quintana Roo 92 108 0.46 0.54
Campeche 85 115 0.43 0.58 0.365 0.546

n = 100 individuos por estado

En la figura 7 se muestra la distribucion geogréfica de la variante C677T

de MTHFR. Mediante el uso de estadistica no paramétrica, se comparé la

distribucion geografica de la variante genética en la Republica Mexicana

analizando las frecuencias obtenidas en cada una de las regiones estudiadas.

Se observd una diferencia estadisticamente significativa entre la

frecuencia del alelo T en la region norte y las frecuencias de las regiones
occidente (x?=9.817; p=0.002), centro (x°=48.346; p<0.001) y sureste
(x*=17.570; p<0.001) del pais, debido a una menor frecuencia del alelo T en la

zona norte. Por otro lado, se observd una diferencia estadisticamente

significativa entre la frecuencia de la region occidente y de la region centro

(x°=6.247; p=0.012) del alelo T (Tabla 5), por una mayor frecuencia del alelo T

en la zona centro.
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Tabla 5. Comparacion de las frecuencias del alelo T de la variante C677T del
gen MTHFR entre las diferentes regiones geograficas.

Regiones geograficas a Frecuencia del

2
comparar alelo T X p

Norte 0.427
Occidente 0.525 9.817 0.002
Norte 0.427

48.346 <0.001
Centro 0.602
Norte 0.427

17.570 <0.001
Sureste 0.557
Occidente 0.525
Centro 0.602 6.247 0.012
Occidente 0.525
Sureste 0.557 0.725 0.395
Centro 0.602
Sureste 0.557 2.0464 0.153

n = 100 individuos por estado
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

La relacion de la variante C677T del gen MTHFR con diversas
patologias ha quedado evidenciada en varios estudios realizados por
investigadores de todo el mundo, despertando el interés sobre ésta y su
frecuencia en las distintas poblaciones. En este estudio se caracterizd dicha
variante con la finalidad de establecer la frecuencia con la que este
polimorfismo se encuentra presente en la poblacion mexicana, sin embargo,
dado que existe alta heterogeneidad en nuestra poblacion, los estados se

separaron por regiones geograficas.

La informacion sobre la distribucion geogréfica del polimorfismo C677T
de MTHFR puede relacionarse con la presencia de enfermedades especificas

en la poblacién, apoyando la implementacién de medidas de prevencion.

La frecuencia del polimorfismo es multifactorial y depende de factores
étnicos y geogréaficos que pueden estar asociados a procesos evolutivos
(Gueéant et al, 2006). Segun Boccia y colaboradores (2008) la frecuencia
mundial reportada del polimorfismo C677T de MTHFR es muy variada entre
las &reas geogréaficas y grupos étnicos diferentes (Tabla 2) donde México
ocupa el primer lugar con 32.2%, coincidiendo con lo reportado por Wilcken y
su grupo (2003) 32.2% y Guéant (2006) 35.7% en sus investigaciones, este
altimo muy cercano a lo reportado por Mutchinick y sus colaboradores (34.8 %)
en 1999.

Al igual que en México la poblacién italiana y la del norte de China
presentan frecuencias elevadas notables, 26.4 % y 19.8 %, respectivamente.
En China la proporcion de defectos de tubo neural es alta (donde el genotipo
homocigoto TT es més comun) mas que en el sur. Sin embargo existen
importantes excepciones, en Italia por ejemplo, el genotipo TT es comun pero
la proporcién de defectos de tubo neural no es particularmente alta. Estas
excepciones no son del todo inesperadas, puesto que los factores ambientales
y nutricionales logran modular considerablemente el factor de riesgo genético
para DTN. De hecho, estas excepciones podrian resultar especialmente Utiles
cuando se investiga la heterogeneidad etiolégica y el papel de las interacciones
en la aparicion de DTN (Wilcken et al, 2010).
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En un estudio realizado en el 2000 en mestizos originarios de
Guadalajara, Davalos y su grupo (2000) encontraron que la prevalencia de
nacimientos con la variante C677T es de 2.65/1000. Si la frecuencia alélica de
este polimorfismo esté relacionada con la prevalencia de nacimientos de nifios
con DTN la relacién no es tan fuerte para establecer una frecuencia mas alta
en los padres, aungue el genotipo parental no puede ser excluido como factor
de riesgo. De otra manera, si el genotipo de la variante C677T es relevante
para DTN, aproximadamente el 38% de las parejas tendria un riesgo = 25% de
tener un producto homocigoto para la C677T, con el impacto consiguiente

sobre la salud publica de un gen o genotipo particular.

Se analizaron mil doscientas muestras de recién nacidos vivos y se
encontrd una frecuencia genotipica mas elevada en el estado de Puebla (0.5)
respecto al resto de los estados, no obstante, el Estado de México, Querétaro e
Hidalgo, que se localizan en la misma zona geogréfica, presentaron valores
altos (0.28, 0.3 y 0.37, respectivamente), igual a lo reportado por Gonzélez
Herrera (2002). Las frecuencias genotipicas menores se obtuvieron en los
estados del norte del pais; Sinaloa con 0.12 y Durango con 0.15, observandose
un comportamiento muy similar. El resto de los estados se mantuvo dentro de

este rango existiendo variaciones minimas (Tabla 2).

En base a estos resultados se observd que existe una variacion
geografica y étnica en la frecuencia del alelo T (Figuras 7 y Tabla 4) en México.
En Puebla por ejemplo, la frecuencia es mayor que en el resto de los estados
(0.68) y también respecto a los estados que pertenecen a la misma region
(x*=10.418; p=0.015). Mutchinick y colaboradores (1999) informaron en un
estudio donde analizaron varias regiones geogréaficas de la Republica Mexicana
que la transicion 677 C—T en el gen MTHFR vy aquellos homocigotos para
esta mutacion tienen un alto predominio en la poblacion normal mexicana con
una frecuencia para el alelo mutante de 0.586. De acuerdo con estas cifras, el
disefio multicéntrico del estudio y la distribucibn amplia y uniforme de los
homocigotos para la mutacion, casi 1 de 3 personas en la poblacibn mexicana
tiene la variante termolébil de la enzima y por lo tanto la deficiencia mas

popular en el metabolismo del folato.
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En Sinaloa la frecuencia del alelo mutante es mucho menor (0.35) que
en el resto de los estados analizados y aun menor que en los estados del norte
(x°=8.683; p=0.034), no obstante, los estados que conforman dicha region
(Durango, Baja California Sur y Coahuila) también presentan frecuencias bajas
(Tabla 4). En su investigacion Gonzalez-Herrera (2002) encontré que en la
poblacién mestiza de Nuevo Leon la frecuencia del alelo T es baja (36 %), igual
gue en la poblacion Tarahumara originaria del estado de Chihuahua (36 %), lo
que indica que en la region norte de México la frecuencia del polimorfismo
C677T es baja.

Las diferencias marcadas en Puebla y Sinaloa llevaron a una
comparacion entre regiones, arrojando una diferencia estadisticamente
significativa entre la frecuencia del alelo T en la region norte y las frecuencias
de las regiones occidente (x?=9.8165; p=0.0017), centro (x°=48.3460; p<0.001)
y sureste (x’=17.5702; p<0.001) del pais. De igual forma se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia de la region
occidente y de la region centro (x°=6.2472; p=0.0124) del alelo T (Tabla 5), lo
cual indica que la variante C677T de MTHFR tiene una distribucion regional
heterogénea. Esto concuerda con lo reportado por Mutchinick y colaboradores
(1999) quienes obtuvieron una diferencia estadisticamente significativa entre el
centro, este y oeste respecto al norte (RM 1.65; IC 95% 1.06—2.56) y otra entre
el centro y norte del pais (RM, 2.22; IC 95% 1.20-4.12). Todos estos resultados
indican que los sujetos de la region norte tienen una menor frecuencia del alelo
mutante y el genotipo TT que los sujetos de las otras regiones. Contrariamente
Gonzalez-Herrera (2002) al efectuar una comparacion inter poblacion en la
poblacion mestiza originaria del oeste, este y centro de México con poblacion
nativa Purépecha y Huichol no encontré6 diferencias estadisticamente

significativas (p>0.05).

La distribucion observada de los tres genotipos (CC, CT y TT) fue similar
a la esperada en el equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 3).
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13. CONCLUSIONES

1.- Se observaron diferencias en cuanto la frecuencia del alelo T entre las
diferentes regiones geogréaficas estudiadas y dentro de los estados que
conformaron las regiones norte y centro, lo cual es indicativo de una

heterogeneidad genética regional en la poblacion de México.

2.- Los resultados confirman una baja prevalencia del alelo T en la region del

norte comparada con el resto del pais.

3.- Este estudio confirma lo previamente reportado en la literatura en cuanto a
la alta frecuencia del alelo T, asi como del genotipo TT en la poblacién
mexicana. Los resultados obtenidos podrian complementarse con el estudio de
otros factores genéticos y ambientales que sugieran alguna posible presién
evolutiva que influencié la alta frecuencia del alelo T en las diferentes regiones,

principalmente en los estados del centro y sureste.

4.-La alta frecuencia de la variante C677T en la poblacion mexicana,
comparada con diversas poblaciones alrededor del mundo, hacen de éste, un
marcador importante en el estudio de factores de riesgo genético y ambientales
asociados a ciertas enfermedades biolégicamente relacionadas al metabolismo
de los folatos, como son las malformaciones congénitas en especial los
defectos de cierre de tubo neural y ciertas enfermedades cronico-degenerativas
como el cancer, la enfermedad cardiovascular, asi como algunos desordenes
psiquiatricos que representan un importante problema de salud publica en
México.

5. El efecto de la mutacion C677T en estado homocigoto se refleja en una
disminucion de hasta el 70% de la actividad enzimética, efecto que puede ser
modificado con un incremento en el consumo de folatos en la dieta. El estudio
de esta variante, podria ser un indicador de las zonas o regiones del pais que
requieren una vigilancia epidemiologica en cuanto a los requerimientos de una

dieta fortificada con vitaminas del grupo B principalmente con &cido félico.
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14. ANEXOS
14.1. Calculo de frecuencias alélicas y genotipicas
e Frecuencia alélica

Se determina a partir de la ecuacionp+q=1,dondep=Cyq=T
o AleloC

2 (Individuos con genotipo CC) + Individuos con genotipo CT = Frecuencia alelo C

2 (numero de individuos de la muestra)
p=2(CC)+CT/2(n)
o AleloT

2 (Individuos con genotipo TT) + Individuos con genotipo CT| = Frecuencia alelo T

2 (namero de individuos de la muestra)
g=2(TT)+CT/2(n)
e Genotipos esperados

Se determinan mediante la ecuacién p® + 2pq + g® = 1, donde p?, 2pq y g7,
corresponden a los genotipos CC, CT y TT respectivamente.

o Genotipo CC
(Frecuencia del alelo C)? * total de individuos de la muestra
CC=p*(n)

o Genotipo CT

2 (Frecuencia del alelo C) (Frecuencia del alelo T) * total de individuos de la
muestra

CT =2pq (n)
o Genotipo TT
(Frecuencia del alelo C)? * total de individuos de la muestra
TT =q" (n)
e Frecuencia genotipica

o Genotipo CC

CC = Individuos con genotipo CC observados / total de individuos analizados
o Genotipo CT
CT = Individuos con genotipo CT observados / total de individuos analizados
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o Genotipo TT

TT = Individuos con genotipo TT observados / total de individuos analizados

Ejemplo de célculo para las frecuencias alélica y genotipica de la variante

C677T de MTHFR
e Genotipos observados
Genotipo CC =26
Genotipo CT =47
Genotipo TT = 27
e Frecuencia alélica
p =2 (26) +47/2(100) = 0.495
q=2(27) +47/2(100) = 0.505
e Genotipos esperados
CC = (0.495)? 100 = 24.50
CT = 2 (0.495)(0.505) 100 = 50
TT = (0.505)% 100 = 25.50
e Frecuencia genotipica

CC=26/100=0.26
CT =47/100=0.47

TT =27/100 = 0.27

14.2. Calculos del equilibrio de Hardy-Weinberg

Determinacion de x* de bondad de ajuste
x> = I (Frecuencias genotipicas observadas —

esperadas)® / Frecuencias genotipicas esperadas

Frecuencias genotipicas esperadas
(p+a)*=1
p’+2pq+q°=1
Donde

p= Frecuencia del alelo silvestre

Frecuencias genotipicas
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g= Frecuencia del alelo mutante

p**N= # esperado de homocigotos silvestres
2pq*N= # esperado de heterocigotos
q**N= # esperado de homocigotos mutantes

N= nUmero de individuos de la muestra

e Ejemplo de calculo para de frecuencias genotipicas esperadas en MTHFR
p= Frecuencia del alelo silvestre (C) = 0.3783
g= Frecuencia del alelo mutante (T) = 0.6217
p?=(0.3783) = 0.1431
2pq = 2(0.3783) (0.6217) = 0.4704
q° = (0.6217)* = 0.3865

p? (300) = (0.3783) 2 (300) = 42.94 (genotipo C/C)
2pq (300) = 2 (0.3783) (0.6217) (300) = 141.12 (genotipo C/T)
q? = (0.6217)? (300) = 115.94 (genotipo T/T)

e Ejemplo de calculo para la determinacién x° por bondad de ajuste

x* = Y{(Observados - Esperados)®/ Esperados}

X% = ((39 — 42.94)? /42.94)+ ((149 — 141.12)%/ 141.12) + ((112 — 115.94)? / 115.94)
x> = 0.9358
x° detablas = 3.84 con un valor de p=0.05

14.3. Reactivos y soluciones

¢ Reactivos
e DNA Purification Solution, QIAGEN®. No. de catalogo 1045547,

e Elution Buffer AE, QIAGEN®. No. de catalogo 1016812.

e GoTaq Flexi DNA Polymerase. PROMEGA. No. de catalogo M8295. 5
U/uL.500 U.

e Oligonucledtidos MTHFR sintetizados por IDT (Integrated DNA
Technologies). Sentido (F) 142 F y Antisentido (R) 142 R.
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¢ Nucleotidos. PCR nucleotide Mix. PROMEGA. No. de catalogo C1141.

e Enzima de restriccion Tag I. ROCHE. No de catalogo 10567671001
presentacion de 2500 U (10 U/uL)

e Marcador de peso molecular DNA-Molecular Weight Marker VIII (0.019 —
1.11 kbp). 50 pg (200 pL). ROCHE. Numero de catalogo 1336045.

e Agarosa grado analitico. PROMEGA. No de catalogo V3125. 500 g.

Gel de agarosa al 3%
Precauciones:
Preparar el gel con uso de guantes todo el tiempo

Tabla 6: Reactivos para la preparaciéon del gel de agarosa al

3%.
Reactivo Cantidad
Agarosa 39
Bromuro de Etidio 1% 3 uL
TBE 1x c.b.p. 100 mL

1.- Pesar 3 g de agarosa por cada 100 mL de volumen de gel que se desee
preparar.

2.- Afadir a 100 mL de TBE 1X (ver modo de preparacion).

3.- Calentar a ebullicion en microondas cuidando de no derramar la solucion
hasta que toda la agarosa esté disuelta.

4.- Agregar 3 pL de bromuro de etidio al 1% y homogeneizar cuidadosamente.
5.- Verter la solucion en el molde para geles.

6.- Eliminar las burbujas que se hayan formado.

7.- Dejar a temperatura ambiente hasta que haya gelificado por completo.

8.- Una vez solidificado, mantener en una bolsa de plastico a 4° para evitar la

deshidratacion si no se emplea en el momento de preparacion.
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e Soluciones

Tabla 7: Reactivos para la preparacion de la solucién de

EDTA 0.5M pH 8.0

Reactivo Cantidad
Etilendiaminotetraacetato de sodio

dihidratado (EDTA) 186.1 g

H,O destilada c.b.p 1000 mL

Anadir 186.1 g de EDTA a 800 mL de agua destilada. Homogeneizar

vigorosamente en un agitador magnético. Ajustar el pH a 8.0 si es necesario

con aproximadamente 20 g de NaOH en lenteja y llevar a un volumen de 1 L.
Tabla 8: Reactivos para la preparacion de la solucion de

bromuro de etidio al 1 %.

Reactivo Cantidad
Bromuro de Etidio 19
H,O destilada c.b.p 100 mL

Afadir 1g de bromuro de etidio en 100 mL de agua destilada. Mantener en

agitacion magnética durante varias horas hasta que el colorante se disuelva.

Almacenar en un contenedor opaco o cubrir con papel aluminio a temperatura

ambiente.

Precauciones:

El bromuro de etidio es un potente mutageno moderadamente toxico. Su

manipulacion requiere el uso de guantes. Las soluciones con bromuro de etidio

deben ser descontaminadas para poder ser desechadas.

Tabla 9: Reactivos para la preparacion de la solucion

amortiguadora Tris-Boratos-EDTA (TBE) 10X

Reactivo Cantidad
Trizma Base 108 g

Acido Borico 55¢

Solucion EDTA 0.5M pH 8.0 40 mL

Agua destilada c.b.p 1000 mL

Las soluciones concentradas de TBE forman precipitado después de largo

tiempo, estas deben ser desechadas. Almacenar en frascos de vidrio o plastico

a temperatura ambiente.
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