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RESUMEN

Las malformaciones congénitas son una de las causas mas frecuentes de
morbilidad y mortalidad infantil en paises desarrollados. De las malformaciones
congeénitas, los defectos del tubo neural (DTN) son los que se presentan de forma
mas habitual. Estas patologias son el resultado de un cierre incompleto del tubo
neural, siendo anencefalia y espina bifida las mas frecuentes. En nuestra
poblacidon los DTN tienen una frecuencia alta, aproximadamente 1 de cada 400
nacimientos, nacidos vivos y nacidos muertos, presentan una de estas anomalias
congénitas. La frecuencia de espina bifida es de 13.11 por cada 10,000
nacimientos, nacidos vivos y nacidos muertos, mientras que un tipo de espina
bifida, el Mielomeningocele (MMC) se presenta en 1 de cada 1000 nacimientos,
nacidos vivos y nacidos muertos.

La identificacién de factores causales es complicada por el hecho de que la gran
mayoria de estas malformaciones congénitas son el resultado de una combinacion
de una predisposicion genética debida a un sistema poligénico en interaccioén con
factores nutricionales y ambientales diversos, pudiendo esta interaccion tener un
efecto aditivo y/o multiplicativo, predisponiendo a la ocurrencia de los DTN.

La presencia de mutaciones, en los genes de las enzimas que participan en el
metabolismo de los folatos, se considera un importante factor de riesgo para la
ocurrencia de los DTN, ya que de este ciclo se derivan productos importantes para
el mantenimiento de la integridad del genoma, asi como precursores de la sintesis
de DNA, los cuales son necesarios en las etapas embrionarias, para la
proliferacion y diferenciacion celular temprana, lo cual deriva en la posterior
formacién y cierre del tubo neural.

Se ha reportado que la poblacibn mexicana presenta una alta frecuencia de
variantes en los genes que estan involucrados en el metabolismo de los folatos.
Aunado a la alta frecuencia de nacimientos con MMC, se cree que existe una
asociacion entre la presencia de variantes en los genes de las enzimas
metabolizadoras de folatos y el MMC.

Tras la realizacion de este estudio se encontrd que la presencia de las variantes
MTHFR C667T, A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, MTHFD1 G1958A, TCN2
C776G, DHFR dal19pb y TYMS Rep28pb G>C, en el producto, no representa un
factor de riesgo individual para MMC.

Por otra parte se encontr6é evidencia estadistica que sugiere que la interaccién de
las variantes MTHFR C667T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G,
MTHFD1 G1958A y TCNIl C776G podria estar relacionada con el MMC, esto se
asume tomando como base la importante funcion que desempefian las enzimas,
gue son codificadas por estos genes, en el metabolismo de los folatos, por lo que
se cree que es posible que la presencia de estas variantes en conjunto, ocasioné
deficiencias en procesos fundamentales, tales como la sintesis y metilacion del
ADN, asi como los procesos de diferenciacion y proliferacién celular, en etapas
tempranas del desarrollo, o que podria dar origen a malformaciones congénitas,
como es el MMC.

\



ABSTRACT

Congenital malformations are one of the most common causes of childhood
morbidity and mortality in developed countries. Neural Tube Defects (NTDs) are
more common congenital malformations. These conditions are the result of
incomplete closure of the neural tuve. Being anencephaly and spina bifida the most
frequent. In Mexican population NTDs have a high frequency. It's about 1 in 400
births, live births and stillbirths. The frequency of spina bifida is 13.11 per 10,000
births, live births and stillbirths, while myelomeningocele (MMC) occurs in 1 in 1000
births, live births and stillbirths.

Identification of causative factors is complicated by the fact that the great majority
of these birth defects are the result of a combination of a genetic predisposition
due to a polygenic system in interaction with nutritional and environmental factors.
This interaction may have an additive and/or multiplicative effect, predisposing to
the occurrence of NTDs.

The presence of mutations in genes of the enzymes involved in folate metabolism,
is considered a major risk factor for the occurrence of neural tube defects. It is
because principal products of this cycle, like precursors of DNA synthesis, are
responsables of maintain the integrity of the genome, as well as necessary for the
early embryonic stages, cell proliferation and differentiation, which leads to the
subsequent formation and closure of neural tube.

It has been reported that the Mexican population has a high frequency of variants
in genes involved in folate metabolism, in addition to the high frequency of births
with MMC. It is believed that an association between the presence of variants in
genes of folate -metabolizing enzymes and MMC exist.

Results of this study indicate that the presence of the polymorphisms MTHFR
C667T, A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, MTHFD1 G1958A, TCN2 C776G,
DHFR dall9pb and TYMS Rep28pb G>C, in product does not represent a
individually risk factor for MMC.

Moreover statistical evidence suggests that the interaction of polymorphisms
MTHFR C667T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G, MTHFD1 G1958A
and TCNIl C776G could be related with MMC. This is assumed based on the
important role of enzymes in folate metabolism. So it is believed that it is possible
that the presence of such polymorphisms together cause impairments in key
processes, such as the DNA synthesis, DNA methylation, cell differentiation and
cell proliferation in early stages of development, which could lead to birth defects,
such as MMC.

Vi



1. INTRODUCCION
1.1 Formacion del tubo neural
La formacion del tubo neural ocurre a través de un proceso denominado
neurulacion, el cual comienza en una etapa temprana de la embriogénesis,
aproximadamente en el dia 17 después de la fertilizacion, este proceso se resume
en el plegamiento y fusion de capas embrionarias externas, resultando en la

formacién del tubo neural.

La neurulacién comienza terminado el proceso de gastrulacion, a nivel tejido este
proceso se desarrolla en 4 fases: formacién de la placa neural, conformacion de la

placa neural, flexion de la placa neural y cierre de la abertura neural.

La formacion de la placa neural es la primera fase de la neurulacion, esta
comienza con la induccién neural, la cual se debe a una inhibicion de la formacion
de epidermis a través de sefiales que emanan del nodo primitivo (Sadler,
2005).Ademas del proceso de induccion neural, la formaciéon de la placa neural
involucra un engrosamiento apico-basal del ectodermo, lo cual resulta en la
formacién de una estructura plana, pero engrosada, que recibe el nombre de

placoda (Schoenwolf, 1988).

Durante la conformacion de la placa neural, esta continua engrosandose en la
zona apico-basal, de manera adicional se estrecha en la zona medio lateral

mientras simultaneamente se alarga rostro-caudalmente.



La flexién de la placa neural consiste en la formacion, elevacién y convergencia
en la linea media dorsal de los pliegues neurales. La elevacion de los pliegues
neurales establece un conducto denominado abertura neural, la cual se convertira
en el lumen del tubo neural primitivo después de su cierre. El proceso de flexién
ocurre a través de dos etapas: surcado y plegado. La etapa de surcado ocurre a
través de tres regiones denominadas puntos bisagra, un punto medio que se
encuentra encima de la placa precordal y la notocorda, que se extiende a traves
de la region rostrocaudal del neuroeje; y dos puntos dorsolaterales localizados en
los pliegues neurales, principalmente a nivel del futuro cerebro (Schoenwolf y
Franks, 1984) (Figura 1). El plegamiento involucra la rotacion de la placa neural
alrededor de los puntos bisagra, denominandose elevacion al plegamiento
alrededor del punto medio y convergencia al que involucra los puntos dorso-
laterales. Los pliegues neurales tienen un papel importante durante la flexion de la
placa neural. Cada pliegue neural es bilaminar, estan compuestos por una capa de
neuroepitelio cubierta por una capa de ectodermo epidérmico. Al nivel del futuro
cerebro, donde los pliegues neurales se desarrollan de manera mas extensa, la
formacién y morfogénesis de los pliegues neurales involucra cuatro eventos
claves: crestas epiteliales, dobleces, delaminacion y aposicién (Figura 2). La
estructura de los pliegues neurales parece ser la adecuada para transducir las
fuerzas generadas por la expansion del ectodermo epidérmico lateral, ayudando

en el proceso de flexion de la placa neural.



Figura 1. llustracién del modelo de plegamiento a través de puntos bisagra. Los puntos bisagra
estan sefialados de color rojo (punto medio) y azul (puntos dorsolaterales). Las flechas indican la
expansion del ectodermo epidérmico; el asterisco indica el surcado asociado con el punto medio.
El doble asterisco indica el surcado que involucra los puntos dorsolaterales. ee: ectodermo
epidérmico; n; notocorda. (Modificado de Colas y Schoenwolf 2001).

La flexion de la paca neural lleva en ultima instancia a los pliegues neurales a la
linea media dorsal, donde estaran en contacto, se adheriran y fusionaran, lo que
establecera el techo del tubo neural, ocasionando la separacion del tubo del
ectodermo epidérmico suprayacente, lo cual contribuira a la formacién de piel de la
espalda del embrién (Colas y Schoenwolf 2001).

Después de iniciado el cierre del tubo neural, regiones especificas permanecen
abiertas, las cuales reciben el nombre de neuroporos anterior (craneal) y posterior
(caudal). En la region caudal el proceso de cierre es continuo hasta que se dé el
cierre completo del neuroporo posterior. Por otra parte, en la region craneal, el

cierre ocurre a través de dos sitios, uno de ellos localizado en el proencéfalo. El



cierre a partir de este sitio avanza de manera bidireccional hasta encontrarse con
el sitio de cierre de la region rostral, completando asi el cierre del neuroporo
anterior. Ya iniciado el cierre en cada uno de los sitios, las células del
neuroectodermo sufren una reorganizacion para formar la cubierta del tubo neural,

mientras se sobreponen las células epidérmicas del ectodermo (Sadler 2005).

np

Crestas epiteliales

Dilobleces epiteliales

B
nf
np
e
G Delaminacioén epitelial

D Aposicion epitelial

Figura 2. Esquemas e imagenes de microscopia electronica que muestran los cuatro eventos
principales de la formacion del pliegue neural y la morfogénesis a nivel del futuro cerebro. Crestas
epiteliales (A), dobleces epiteliales (B), delaminacién epitelial (C), aposiciéon epitelial (D). dlhp,
punto bizagra dorsolateral; ee, ectodermo epidérmico; nf, pliegue neural; np, placaneural. Las
flechas en la micrografia indican la cresta neural (A) y el punto de doblado (B). Las lineas
punteadas en la micrografia (C,D) indican la interfase del pliegue neural. (Modificado de Colas y
Schoenwolf, 2001)



La neurulacion secundaria ocurre terminado el proceso primario y es el encargado
de cerrar el resto de las regiones sacras. Este proceso se lleva a cabo por medio
de células del mesodermo, las cuales sufren un fendmeno de reorganizacion
formando la region caudal mas baja del tubo neural, para posteriormente formar

una estructura continua uniéndose con el producto de la neurulacion primaria.

1.2 Defectos del Tubo Neural

Defecto de tubo neural (DTN) es un término usado para nombrar malformaciones
congénitas del sistema nervioso central, debido a deficiencias en el cierre del tubo
neural durante el proceso de neurulacion.

Si el defecto de fusion de cierre ocurre en la region craneal, se obtiene como
resultado malformaciones como anencefalia o encefalocele (Botto el al. 1999).
Cuando el defecto involucra la médula espinal se le denomina espina bifida, y se
clasifica segun la extension de la malformacion medular en espina bifida oculta y
espina bifida manifiesta (quistica) (Botto et al. 1999). Las formas ocultas consisten
en un simple defecto de cierre de los arcos vertebrales, el cual solo es apreciable
por radiologia (Botto et al. 1999). Las formas manifiestas se caracterizan por
presentar una protuberancia en la region del defecto de cierre, si esta
protuberancia esta formada solo por los elementos meningeales que recubren la
médula espinal, la malformacién es denominada meningocele, por otra parte si la
protuberancia incluye tanto los elemento meningeales como los elementos

neurales se le denomina mielomeningocele (MMC) (Botto et al. 1999) (Figura 3).



Espina Bifida Meningocele Mielomeningocele
Oculta

Figura 3. Representacion de las diferentes formas de espina bifida que pueden presentarse en
relacion a la gravedad de la lesién (Modificada de Botto et al. 1999).

La prevalencia de DTN a nivel mundial se estima entre 1 a 10 por cada 1000
nacimientos, con una frecuencia similar para las dos categorias principales:
anencefalia y espina bifida (Au et al. 2010), esta cifra varia considerablemente
entre paises. En Estados Unidos la prevalencia de DTN es de 0.8 por cada 1000
nacimientos (Honein 2001), mientras que en la regidon centro-norte de China se
reporta una prevalencia de 13.8 por cada 1000 nacimientos (Li 2006), en el caso
de México se ha reportado una prevalencia de 2.5 por cada 1000 nacimientos,
correspondiendo el 40% y 50% de los casos a anencefalia y espina bifida
respectivamente. La espina bifida se presenta en la poblacibn mexicana en 1.31
de cada 1000 nacimientos (nacidos vivos y nacidos muertos), mientras que el
MMC lo hace en 1 de cada 1000 nacimientos (RYVEMCE).

6



1.2.1 Factores causales

La identificacion de factores causales es complicada por el hecho de que la gran
mayoria de estas malformaciones congénitas son el resultado de una combinacion
de una predisposicidén genética debida a un sistema poligénico en interaccién con
factores nutricionales y ambientales diversos, pudiendo esta interaccion tener un

efecto aditivo y/o multiplicativo, predisponiendo a la ocurrencia de los DTN.

1.2.1.1 Factores genéticos

Entre los posibles factores causales, se ha sefialado que existe una contribucion
genética, debido a que la incidencia de DTN varia entre poblaciones y grupos
étnicos, observandose, que dentro de los Estados Unidos, la poblacion
afroamericana tienen menores rangos de DTN en comparacién a la poblacion
blanca, mientras que la poblacién Hispanica presenta un mayor riesgo para DTN
que el resto de los grupos étnicos de los Estados Unidos (Northrup, 2000).

Otro factor que indica la existencia de una contribucion genética dentro de la
etiologia de los DTN es la agregacion familiar que muestra este tipo de
malformaciones, aunque no siguen un patron de herencia mendeliana. Diversos
estudios han reportado que el riesgo de ocurrencia de DTN se incrementa, Si
existen antecedentes familiares previos para este tipo de malformaciones, siendo
el riesgo general para DTN de 0.1-0.2%, pero con un hijo afectado, este aumenta
a 2-5%, mientras que el riesgo para un tercer hijo con esta afeccion se incrementa
10-15% (Milunsky, 1980,Thunem, 1988,). Cabe mencionar que este aumento de
riesgo también afecta a los familiares de primer y segundo grado de los afectados

(Northrup, 2000).



Se ha sefalado también que la presencia de arreglos cromosémicos especificos,
como trisomia de los cromosomas 13 y 18, asi como sindromes genéticos, tales
como sindrome acrocalosal, sindrome del cerebro costomandibular, sindrome de
CHILD, sindrome de Fraser, sindrome de Jarcho-Levin, sindrome de Meckel-
Gruber y sindrome de Waardenburg estan asociados con los DTN (Jones et al.

1997, Northrup et al. 2000).

1.2.1.2 Factores ambientales

Ademas del factor genético, es importante considerar las influencias ambientales
como elementos de importancia para el estudio de los DTN. El término de factor
ambiental es utilizado para describir todos aquellos factores no genéticos de la
etiologia de los DTN, como edad de los padres, clase social, educacion,
ocupacion, condicion metabdlica y estatus nutricional materno (Sever et al. 1995).
Estudios epidemiolégicos y experimentales han sefalado el riesgo que pueden
conferir los diferentes factores ambientales, llegando a resultados que resultan
controversiales.

Mediante el estudio de la edad de los progenitores, como factor de riesgo, se han
obtenidos datos que no muestran una asociacién clara, mientras algunos datos
vinculan un aumento en el riego de DTN a una avanzada edad materna y paterna
(Strassburg et al. 1983Mcintosh et al. 1995), otros no han encontrado dicha
asociacion (Brender et al. 1989a b, Canfield et al. 1996).

Otro de los elementos que ha sido asociado como factor de riesgo para DTN es un

bajo nivel socioeconémico, ligado a un bajo nivel de estudios (Northrup et al.



2000), se ha reportado una asociacion entre el incremento de riesgo para DTN a
medida que el nivel de estudios de la madre disminuye (Canfield et al 1996,

Grewal et al. 2008).

En lo que respecta a la ocupacion de los padres, se ha reportado que las
profesiones que involucran exposicion a solventes, pesticidas y radiaciones
ionizantes representan un incremento de riesgo a DTN, asi como también empleos
maternos relacionados con la enfermeria, industria, transporte, construccion y
comunicacién pueden representar un riesgo para DTN (Blatter et al. 1994,

Northrup et al. 2000, Sever, 1995).

Referente a la condicién metabdlica de la madre, se ha sugerido que las mujeres
obesas y/o con diabetes presentan un mayor riesgo de que su embarazo se vea
afectado por DTN (Northrup et al. 2000). Mediante estudios se ha observado que
las mujeres que presentan obesidad antes del embarazo incrementan el riesgo
para DTN, en especial espina bifida, en comparacion con mujeres en su peso
normal. (Waller et al. 1994, Shaw et al. 1996). Por su parte se ha reportado que la
diabetes en madres incrementa el riesgo para DTN en un 2% para la poblacién
estadounidense (Milunsky et al. 1982) y un 8% para la poblacién inglesa (Soler et

al. 1976).



1.2.1.3 Factores nutricionales

En relacion a factores nutricionales, se ha reportado la importancia que tiene la
nutricion materna, asi como el genotipo del embrién, los cuales desempefan un
papel decisivo en el correcto desarrollo y crecimiento embrionario.

Uno de los nutrientes estudiados como factor de riesgo para DTN es el Zinc,
debido a que este elemento es esencial en el crecimiento y desarrollo embrionario,
ya que facilita la transcripcion de genes, ademas de ser necesario en los procesos
de division, proliferacién y diferenciacién celular (Vallee et al. 1993, Tamura et al.
1996). Se ha observado que tanto el consumo periconcepcional de Zinc, como de
alimentos de origen animal, est4 asociado a una reduccion en el riesgo de DTN

(Vallee et al. 1993).

Por otra parte, existe evidencia sobre una asociacion entre DTNs y la deficiencia
de folatos en la dieta. Esta relacion fue reportada por primera vez en 1981,
mediante un estudio que sugiri6 una fuerte asociacion entre la fortificacion
periconcepcional con acido folico y la disminucion del riesgo para DTN (Smithells
et al. 1981). Este hallazgo derivé en un gran nimero de estudios relacionados con
el tema, mediante los cuales se confirm6é que una adecuada ingesta de folatos,
antes y durante el embarazo, por parte de la madre, reduce significativamente el
riesgo para DTN (Bower et al. 1989, Czeizel et al. 1992, De-Regil et al. 2010).

Sumado a ésto, se han realizado estudios que permiten ampliar el panorama con
respecto a la asociacion que existe entre los folatos y DTN. Un ejemplo de esto, es
que a través de investigaciones inmunoldgicas se ha obtenido evidencia de la

presencia de anticuerpos para el receptor de folato en el 75% de las madres con
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hijos afectados con DTN (Rothenberg et al.2004), este hallazgo esta relacionado
con un incremento en el riesgo para DTN de 25 veces. Se ha observado también
que el uso periconcepcional de medicamentos antagonistas a folatos como es el
caso de la carbamazepina o el trimetoprim pueden incrementar el riesgo para DTN
(Hernandez-Diaz et al.2000).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el andlisis del suero postparto, indican
que las madres de individuos afectados con DTN presentan niveles plasmaticos
de folatos y glébulos rojos bajos (Yates et al. 1987, Kirke et al. 1993, Van der Put
et al. 1997), lo cual respalda la teoria de que una alteracién en el metabolismo de

los folatos contribuye a la formacion anormal del tubo neural.

2. JUSTIFICACION
Se ha descrito un incremento en el riesgo de MMC, relacionado con la presencia
de una serie de polimorfismos en la via metabdlica de los folatos. Diversos
reportes sefialan que la poblacion mexicana presenta una prevalencia alta de
nacimientos con MMC, asi como una frecuencia alta de estas variantes genéticas.
Por lo tanto es importante la realizacién de este estudio con el fin de determinar

una posible asociacion entre estos dos hallazgos.

3. HIPOTESIS
Ciertas variantes en genes del metabolismo de los folatos en forma aislada o por
efecto de la interaccion génica, constituyen factores de riesgo para MMC.
El presente estudio se deriva del proyecto “Estudio multicéntrico de factores de

riesgo geneético, nutricional y ambiental, asociados al mielomeningocele” que se
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realiza en el departamento de Genética de Instituto Nacional de Ciencias Médicas

y Nutriciébn Salvador Zubiran. Teniendo los siguientes objetivos:

4.

OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar un estudio multicéntrico en 250 trios familiares de pacientes con MMC y

sus progenitores, con el propésito de identificar, variantes en genes del

metabolismo de los folatos, como factores de riesgo genéticos que permitan

entender mejor las causas que predisponen a la ocurrencia del MMC.

4.2 Objetivos especificos

1.

Determinar en 250 trios familiares, las frecuencias alélicas y genotipicas de
las variantes MTHFR C667T, A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G,
MTHFD1 G1958A,TCN2 C776G, DHFR dal19pb, TYMS Rep28pb G>C.
Determinar si la frecuencia de alguno de estos genes representan factores
de riesgo individual para el MMC.

Determinar por medio del analisis de la prueba de desequilibrio de
transmision conocida como TDT (Transmission Disequilibrium Test), si
existe transmision preferencial de alguna de las formas alélicas.

Determinar la posible interaccion entre los genes mencionados como factor
de riesgo para MMC.

Determinar la posible existencia de una correlacion entre la altura de la

lesion de la columna vertebral y el genotipo de los individuos.

12



5. ANTECEDENTES

5.1 Metabolismo de los folatos

El folato es una vitamina soluble que se encuentra en una gran variedad de
alimentos, principalmente en los vegetales, mientras que el acido folico es el
término utilizado para nombrar la forma sintética de esta vitamina (Figura 4A). El
acido félico es el mas estable entre ambas vitaminas, debido a esto es mas
adecuado para el uso de tabletas y fortificacion en alimentos.

Para que el acido félico pueda participar en el metabolismo de los folatos, es
necesario que sea convertido a su forma natural bioactiva, el tetrahidrofolato
(THF), esto ocurre a través de dos reacciones catalizadas por la enzima

Dihidrofolato reducatasa (DHFR).

El THF,en su forma activada, desarrolla una funcién de acarreador de moléculas
de un solo carbono para propdsitos biosintéticos. Puedeacarrear formato activado
en forma de 5-Formil-THF, 10-Formil-THF o 5,10-Metenil-THF. Por otra parte el
transporte de formaldehido se realiza en forma de 5-10-Metilen-THF, mientras que
el metanol activado serd acarreado por 5-Metil-THF (Figura 4B), este ultimo
compuesto es la forma principal de folato circulante en el torrente sanguineo, de
donde es transportado al interior de la célula (Stover 2004 van der Put et al. 2001).
Una vez dentro de la célula el 5-Metil-THF es modificado por la unién de residuos
de glutamato a través de un enlace peptidico vy, este proceso es conocido como
poliglutamacién (Blom et al. 2006). Este proceso es necesario para la formacién
de coenzimas funcionales, aumentando la afinidad de estos compuestos por las
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El THF poliglutamado funciona como aceptor y donador de unidades de carbono,
las cuales estan unidas de manera covalente al folato. Estas unidades de carbono
son donadas al THF por los aminoacidos histidina, serina, glicina, asi como sus
derivados dimetilglicina, metilglicina y compuestos como el formato. Mediante
este mecanismo de intercambio de unidades de carbono, el folato participa en una
cadena de reacciones biosintéticas y catabdlicas conocida como metabolismo de
los folatos (Figura 5). Este metabolismo se desarrolla en tres compartimentos
celulares: citoplasma, mitocondria y nucleo, realizandose en cada uno de ellos
funciones metabdlicas especializadas. En la mitocondria se realiza la sintesis de
formato a través del catabolismo de glicina, serina y colina (Figura 6). Por su parte
en el citoplasma se utiliza el formato sintetizado en el ciclo mitocondrial para los
procesos de sintesis de nucledtidos y la remetilacion de homocisteina, mientras
que en el nucleo se lleva a cabo la sintesis de timidilato durante la replicacion y

reparacion de ADN (Figura 7).

Por lo tanto el metabolismo de los folatos puede ser dividido en dos procesos de

importancia: el primero relacionado con el ciclo de metilacion y el segundo con la

sintesis de nucledétidos.
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Sintesls de purina

i

Figura 5. Metabolismo de los folatos simplificado. En la circulacién, el folato se presenta
principalmente como 5-metiltetrahidrofolato (5-MeTHF), el cual es tomado por la célula a través de
receptores y acarreadores especificos. Ya en la célula el folato dona unidades de carbono para
gue sean usadas en reacciones de metilacién y en la sintesis de purina y timidilato (Modificada de

Blom et al. 2006).
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Figura6. Compartamentalizacion del metabolismo de los folatos en la mitocondria. De esta parte
del metabolismo se genera formato, el cual es esencial para el metabolismo del citoplasma,
ademas se genera el aminoacido glicina y se sintetiza formilmetionil-tRNA para la sintesis de
proteina en mitocondria (Tomado de Beaudin y Stover. 2009).
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5.1.1 Ciclo de metilacion

Para este ciclo participa la enzima Metilen Tetrahidrofolato Reducatasa (MTHFR),
la cual cataliza la reduccion de 5,10 Metilen-THF a 5 Metil-THF, permitiendo la
participacion de este ultimo como donador de metilo en la remetilacion de
homocisteina (Hcy). La remetilacibon de Hcy se lleva a cabo por la enzima
Metionina sintetasa (MTR), que a su vez es activada por la enzima Metionina
sintetasa reductasa (MTRR). Una vez metilada, la Hcy es convertida en metionina,
para posteriormente participar en el proceso de transmetilacion, en el cual, por
medio de la enzima Metionina adenosiltransferasa, se sintetizara S-

adenosilmetionina (SAM) a partir de metionina y ATP (Figura 5).
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Figura 7. Compartamentalizaciéon del metabolismo de los folatos en citoplasma y nucleo. El metabolismo de los
folatos en el citoplasma es necesario para la sintesis de novo de purinas y timidilato, ademés de la remetilacién de
homocisteina a metionina. El metabolismo de los folatos en el nicleo se encarga de la sintesis de dTMP a partir de
dUMP y serina (Tomado de Beaudin y Stover. 2009)



5.1.2 Sintesis de nucledtidos

En el citoplasma, la enzima trifuncional Metilen-THF-deshidrogenasa/ Metenil-
THF-ciclohidrolasa/ Formil-THF-sintetasa (C;-THF), la cual es transcrita por el gen
MTHFD1, es la encargada de catalizar la formacion de 10-formil-THF, a partir de
formato y THF. Este compuesto sirve como donador de carbono para la sintesis
de novo de purinas, supliendo los carbonos 2 y 8 del anillo de estos nucleétidos.
Para la sintesis de timidilato (dTMP), es necesario el compuesto 5-10 Metilen-
THF, el cual es reducido a partir de 10-formil-THF, por medio del dominio Metilen-
THF-deshidrogenasa de la enzima C;-THF, o bien a través de una ruta alterna
catalizada por la enzima Serina hidroxi-metil-transferasa (SHMT), a partir de serina
y THF. 5-10 Metilen-THF cumple la funcién de cofactor para la enzima Timidilato
sintetasa (TYMS), en la conversion de uridilato (dUMP) a timidilato. Como
producto de esta reaccion, el THF es transformado a dihidrofolato (DHF), el cual
sera reducido nuevamente a THF por medio de la enzima Dihidrofolato Reductasa
(DHFR) (Figura 5).

Debido a que el metabolismo de los folatos regula una cadena compleja de rutas
metabdlicas y procesos biolégicos basicos para el crecimiento, diferenciaciéon y
proliferacion celular (Beaudin and Stover, 2007, 2009), una disminucién en la
actividad de las enzimas codificadas por los genes participantes en este ciclo
podria afectar el correcto cierre del tubo neural. La investigacion de mutaciones de
algunos de estos genes candidatos, que participan en el metabolismo de los
folatos, metilacion y sintesis de ADN, en periodos tan tempranos del desarrollo
embrionario, en particular del tubo neural, podria explicar gran parte de la etiologia

de los DTNs.
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5.2 Variantes genéticas en el metabolismo de los folatos

5.2.1 MTHFR

MTHFR cataliza la reduccion irreversible de 5,10 Metilen-THF a Metil-THF,
utilizando como cofactores el dinucletdtido de flavina y adenina (FAD) y el
fosfodinucleétido de nicotinamida-adenina, en su forma reducida (NADPH),
llevando unidades de un solo carbono al ciclo de metilacion. El gen encargado de
codificar esta proteina es el gen MTHFR, cuya localizacion cromosémica es
1p36.3 y esta conformado por 12 exones (Figura 8). Diversas investigaciones
sobre las mutaciones que pueden presentarse en el gen MTHFR han permitido la

identificacion de una variante termolabil de la enzima MTHFR (Lecrerc et al. 2005).

El polimorfismo denominado MTHFRC 677T, ha sido asociado con la presencia
de niveles elevados de homocisteina (Hcy) en plasma. Desde su descubrimiento
MTHFR C677T, se ha convertido en la variante del ciclo de los folatos més

estudiada.

5.2.1.1 MTHFR C677T

La variante MTHFR C677T (rs1801133) esta localizada en el exén 4, y origina una
sustitucion de alanina por valina (A222V) en el dominio catalitico (Frosst et al.
1995) (Figura 8B).

La prevalencia del genotipo 677TT varia entre diferentes regiones y grupos
étnicos. Para la poblacibn mexicana este genotipo es sumamente comun, siendo

reportada una frecuencia del 34.8% (Mutchinick et al. 1999). La frecuencia que se
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reporta para la poblacion caucasica en Norte América va del 8% al 14%, mientras
gue las poblaciones europeas se observa un incremento de frecuencia de Norte a
Sur del continente, mostrando rangos que van del 6% al 14% y del 15% al 24%
respectivamente. Por otra parte en la poblacion afroamericana se observa una
frecuencia minima del 2% para este genotipo (Botto, 2000, Ogino 2003, Sharp,

2004, Lecrerc, 2005, Gueant-Rodriguez, 2006, Amorin, 2007, Yang, 2008,).

1935 ) —
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134345048 r$1476413 51801131 3801133 rs17421511 317037396 rsOS51118 1817367504
(A>G) (G>A)  (1298A>C) (B77C>T)  [GoA) {C>N (T>C) (A>G)

Figura 8. Localizacion y composicion del gen MTHFR. A) Sefialamiento de la localizacion
cromosOmica del gen MTHFR. B) Numero de exones del que esta compuesto el gen MTHFR,
ademas de la localizacion de las variantes descritas en este gen (Modificado de Yoshimi, 2010).

El genotipo TT, de la variante MTHFR C677T, resulta en una enzima termolabil
con una reducida actividad (Frosst et al. 1995, Yamada et al. 2001, van der Put et
al. 1996). La variante termolabil de MTHFR conserva solo el 30% de su actividad

después de ser sometida a una temperatura de 46°C (Frosst et al. 1995, Yamada
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et al. 2001). Se ha observado que individuos con el genotipo 677TT, tienen solo el
30% de actividad en extractos de linfocitos, comparados con individuos que
presentan el genotipo 677CC (Frosst et al. 1995, Weisberg et al. 1998, van der Put
et al. 1998). La funcion catalitica de la proteina A222V purificada no difiere de la
proteina sin mutar in vitro, pero es mas propensa a perder su cofactor FAD, lo cual
explicaria la reduccién de su actividad in vivo (Yamada et al. 2001).

La variante C677T puede ocasionar efectos nocivos en el ciclo de metilacion, ya
que MTHFR es el Unico productor de 5 Metil-THF. La reduccién en la actividad de
MTHFR incrementa las concentraciones de Hcy por la reduccién de los niveles de
5 Metil-THF disponibles para la metilacion de Hcy. Diversas investigaciones han
reportado un aumento en los niveles de Hcy de hasta en un 70%, en individuos
con el genotipo 677TT en comparacion con aquellos que presentan el genotipo
677CC (Frosst et al. 1995, Jacques et al. 1996, van der Put et al. 1998, Davis et al.
2005, Devlin et al. 2006, Gueant-Rodriguez et al. 2006, Fredriksen et al. 2007,
Hustad et al. 2007, Yang et al. 2008).

La reduccion de la actividad de MTHFR puede alterar la distribucién de los
derivados de folato, con un descenso en los niveles de metil-THF y un incremento
de 5, 10 Metilen-THF. El 5,10 Metilen-THF puede ser usado para la sintesis de
dTMP, o convertido en otras formas de folato, como el formil-THF para la sintesis
de purinas u otros procesos. El incremento en la sintesis de dTMP ha sido
observado en individuos con genotipo TT (Friso et al. 2002). Al ser 5-metil-THF la
mayor forma de transporte de folato, se observa que una reduccion de la actividad

en MTHFR disminuye la cantidad de folato circulante.
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El proceso de metilacion se ve disminuido cuando se reduce la actividad de
MTHFR, ya que descienden los niveles de SAM, incrementandose los niveles de
S-adenosilhomocisteina (SAH), un conocido inhibidor de metiltransferasas (James
et al. 2005).Existen reportes de que en los individuos con el genotipo TT existe un
incremento en la inestabilidad genética ademas de reducciéon en la metilacién
(Friso et al. 2002).

Por lo tanto, la variante MTHFRC677T es un factor de riesgo asociado a
enfermedades debido a sus efectos en la reduccion de la actividad enzimatica. El
incremento de Hcy, la disminucion de folato circulante, una anormal sintesis de
nucledtidos y un descenso en la capacidad de llevar a cabo reacciones de

metilacidn son consecuencias clinicas de esta variante.

5.2.1.2 MTHFRC677Ty DTN

La variante fue considerada como un factor de riesgo a DTN en 1995 (van der Put
et al. 1995). Desde entonces una gran cantidad de andlisis han confirmado que los
genotipos TT y CT, ya sea en la madre o en el producto, incrementan el riesgo de
desarrollar DTN, en rangos de 1.6-2.0 y 1.4-1.9 respectivamente (Botto et al. 2000,
Vollset et al. 2005, Amorim et al. 2007). Sin embargo esta asociacion entre la
variante y los DTN puede ser modificada por diversos factores. El grupo étnico
(Amorim et al. 2007), el tipo de DTN ( Wenstrom et al. 2000, Volcik et al. 2003), las
interacciones con otras variantes que se presentan en el metabolismo de los
folatos (Botto et al. 2000, Relton et al. 2004) y las concentraciones de folato

(Shaw et al. 1998, Christensen et al. 1999, Volcik et al. 2003), son modificadores
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que alteran el riesgo de DTN asociado a la variante. Cuando el genotipo TT esta
presente tanto en la madre como en el hijo el riesgo de DTN se incrementa hasta
6 veces (van der Put et al. 1996, Christensen et al. 1999).

En lo que respecta a la poblacion mexicana, se ha reportado que la presencia del
genotipo 677TT representa un factor de riesgo materno para anencefalia (Blanco-
Mufioz et al. 2007). Otro estudio reporta que las mujeres con genotipo 677TT,
cuyo embarazo ha sido afectado por anencefalia, presentan mayores niveles de
Hcy y bajos niveles de folato en comparacién con los genotipos 677CC y 677CT
tanto de mujeres en la misma condicion, asi como de madres con hijos sanos
(Lascafa et al. 2012). En este mismo analisis se reporta que el riesgo para las
mujeres con genotipo 677TT, se ve reducido con el incremento de los niveles de
folato sérico, viéndose reducido el riesgo hasta en un 95% en mujeres que
presentan niveles de folatos mayores a 14.1 ng/ml (Lascafia et al. 2012).

Por otra parte, un estudio realizado en una poblacion mixta de los Estados Unidos,
describié que el genotipo 667TT incrementa hasta dos veces el riesgo de espina
bifida en poblacion hispana (Shawn et al. 2009).

En un estudio méas reciente, se ha descrito la presencia de la variante C677T
como un factor de riesgo materno para defectos de tubo neural. Mediante un
metandlisis que incluyo 25 estudios realizados en diferentes poblaciones, se
observd que el genotipo 677TT materno incrementa el riesgo para DTN en un

rango de 1.33-2.03 (Yan et al. 2012).
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5.2.1.3 MTHFRA1298C

La variante MTHFRA1298C (rs1801131) esta localizada en el exén 7 (Figura 8B),
la cual ocasiona una sustitucion de glutamato por alanina (E429A) (Weisberg et al.
1998, van der Put et al. 1998). La prevalencia de esta variante varia segun la
localizacion geogréfica y el grupo étnico de la poblacion (Ogino et al. 2003,
Gueant-Rodriguez et al. 2006, Yang et al. 2008). La poblacion mexicana e
hispanoamericana reporta una frecuencia de 2-4%, mientras que la poblacion
caucésica de Europa y Norte América presenta una frecuencia de 6-11% (Ogino et
al. 2003).

Los efectos en la actividad enzimatica, provocados por esta variante son de
menores consecuencias en comparacion con los provocados por la variante
C677T. Los individuos con el genotipo 1298CC presentan una actividad del 60-
70% en MTHFR (Weisberg et al. 1998, van der Put et al. 1998). A diferencia de la
variante C677T, la sustitucion ocurrida en la variante A1298C no da como
resultado una enzima termolabil (van der Put et al. 1998, Yamada et al. 2001,
Weisberg et al. 2001). Diversos estudios han comprobado que en la proteina
E429A, en solitario y en combinacién con A222V, la funcion catalitica, la inhibicion
por SAM y el rango de liberacién de FAD no se ve afectada (Yamada et al. 2001).
Ademas los niveles plasméticos de Hcy y folato no reportan ninguna variacion en
presencia de este polimorfismo (Weisberg et al. 1998, van der Put et al. 1998,
Yang et al. 2008).

Se han reportado incremento en los niveles de Hcy en heterocigotos compuestos
por las mutaciones MTHFRC677T y MTHFRA1298C (van der Put et al. 1998,

Weisberg et al. 2001), sin embargo en estos casos se encontrd que la presencia
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de la variante C677T causaba un mayor impacto en las concentraciones de Hcy y

folato que A1298C.

5.2.1.4 MTHFRA1298C y DTN

La mayoria de los estudios han concluido que esta variante no representa un
factor de riesgo independiente para DTN (Weisberg et al. 1998, van der Put et al.
1998, Parle-McDermott et al. 2003, Relton et al. 2004, Relton & Wilding 2004). Sin
embargo algunos estudios sugieren que la presencia de un heterocigoto
compuesto por A1298C y C667T puede incrementar el riesgo de DTN en un rango
de 2.04-6.56 (van der Put et al. 1998, Botto et al. 2003, Relton & Wilding. 2004).
En lo que respecta a la poblacién mexicana, Gonzéalez-Herrera et al. (2007), en un
estudio de casos y controles realizado en trios familiares del estado de Yucatan,
reportaron que la presencia de la variante A1298C en el genotipo materno esté
asociada con la posibilidad de tener un embarazo afectado con espina bifida.

Por otra parte, se realizé un metanalisis en el 2012 (Wang et al.), el cual incluy6 23
estudios de casos y controles para la variante A1298C, reportando que este

polimorfismo no representa un factor de riesgo para DTN.

5.2.2 MTR

MTR es la enzima encargada de catalizar la remetilaciéon de Hcy usando 5 Metil-
THF como un donador de carbono y cobalamina | como cofactor. MTR es la via
principal para la remetilacion de Hcy (Chen et al. 1997). Esta proteina es

codificada por el gen MTR (Figura 9A), localizado en el cromosoma 1943 (Chen et
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al. 1997), esta compuesta por 1265 aminoacidos y tiene un peso de 140.5 kDa
(Goulding et al. 1997).

MTR es necesaria para la acumulacién y el mantenimiento de los depdsitos
intracelulares de folato, ya que convierte el metilTHF en otras formas de folato,
que en comparacion con el metilTHF, son buenos substratos para la
poliglutamacion (Deng et al, 2008).

Si la actividad de MTR es reducida, los niveles de Hcy se incrementan (Olteanu et
al. 2002), y los niveles de 5 Metil-THF aumentan debido a que MTR es la Unica
enzima capaz de remover el grupo metil, liberando el THF, permitiéndole formar

parte de otra reaccion del metabolismo de los folatos.
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Figura 9. Localizacion cromosOmica y composicion del gen MTR. A) Se observa la localizacion del
gen MTR en el cromosoma 1. B) Esquema donde se observa la estructura genémica del gen MTR,
asi como la localizacién de algunas variantes alélicas descritas (Modificado de Watkins 2002).
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5.2.2.1MTRA2756G

El polimorfismo MTRA2756G (rs1805087) es una variante localizada en el exon 26
(Figura 9B), que da como resultado una sustitucion de acido aspartico por glicina
(D919G) (Chen et al. 1997, van der Put et al. 1997). El rango de frecuencia que
presenta el genotipo GG es consistente a nivel mundial, oscilando entre el 1 al 5%
en las poblaciones asiaticas, europeas, australianas y norte americanas (van der
Put et al. 1997, Sharp et al. 2004, Fredriksen et al. 2007, Theodoratou et al. 2008).
La sustitucion D919G puede alterar la estructura de la proteina, sin embargo el
efecto de esta variante en la actividad de MTR aun no ha sido evaluada (Koushik
et al. 2006). Estudios han mostrado una asociacion entre la variante y la presencia
de bajos niveles de Hcy (Sharp et al. 2004, Fredriksen et al. 2007, Chen et al.
2001), por otra parte se ha observado que no tiene influencia en los niveles de

folato o vitamina B12 (Fredriksen et al. 2007, Ma et al. 1999).

5.2.2.2 MTR A2756G y DTN

En relacién a DTN, la evidencia existente no permite tener claro una conclusién
sobre cdmo actla la presencia de esta variante con respecto al riesgo de DTN.
Diversos estudios han observado que la presencia de la variante MTRA2756G, en
la madre o en el hijo, incrementa el riesgo para estas malformaciones congénitas
en un rango de 1.90-2.60 (Doolin et al. 2002, Zhu et al. 2003, Guéant-Rodriguez et
al. 2003), mientras que otros han reportado que la presencia del alelo G no

representa ningun riesgo de DTN (Al Farra 2010, Candito et al. 2008, O Leary et
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al. 2005). Recientemente en un metanalisis que involucré once publicaciones
sobre la variante MTR A2756G, no se observd ninguan tipo de asociaciéon con
respecto a DTN (Ouyang et al. 2013). Por otra parte se ha reportado que esta
variante puede incrementar el riesgo de DTN, en un rango de 2.1-3.0, cuando se
encuentra en asociacion con la variante MTRRA66G (Zhu et al. 2003, van der

Linden et al. 2006).

5.2.3 MTRR

MTRR es una proteina soluble, con un peso molecular de 78kDa, su funcion
principal es reactivar el cofactor cobalamina de MTR cuando este ha sido oxidado
a cobalto (Olteanu et al. 2002). MTRR requiere de NADPH, FAD vy riboflavin 5’-
fosfato, ademas de usar SAM como un donador de grupos metilo (Olteanu et al.
2002). Si el cobalto no es reducido a cobalamina por MTRR, la actividad de MTR
se ve blogueada, lo que conduce a la presencia de elevados niveles de Hcy
(Olteanu et al. 2002).

El gen codificador de esta proteina recibe el nombre de MTRR, se encuentra
localizado en el cromosoma 5p15.3-p15.2 y estd compuesto por 15 exones (Figura

10).

5.2.3.1MTRRA66G
La variante MTRRAG66G (rs1801394), localizada en el exon 2 (Figura 10B),
produce una sustitucion de isoleucina por metionina (122M) (Wilson et al. 1999). La

frecuencia del genotipo 66GG en caucasicos es de 20-38%, mientras que en las
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poblaciones asiaticas, africanas y mexicanas se presentan rangos de 7-8%, 6-8%
y 6-7% respectivamente (Shi et al. 2003, Sharp et al. 2004, Yang et al. 2008,
Fredriksen et al. 2007, Theodoratou et al. 2008).

Los genotipos homocigotos silvestres, asi como la proteina 122M tienen
caracteristicas cinéticas similares, sin embargo se requiere cuatro veces mas
proteina 122M para alcanzar el nivel de actividad maxima (Olteanu et al. 2002).

La mutacion MTRRAG66G parece no tener efecto sobre la homocisteina (Botto et
al. 2003, Brilakis et al. 2003, van der Linden et al. 2006, Fredriksen et al. 2007,
Yang et al. 2008), y tampoco parece afectar los niveles de SAM (Barbosa et al.
2008), folato y vitamina B12 (Brown et al. 2000, Gueant-Rodriguez et al. 2005,

Fredriksen et al. 2007, Yang et al. 2008, Barbosa et al. 2008).
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Figura 10. A) Localizacién del gen MTRR en la regién p15.32 del cromosoma 5. B) Imagen de la
composicion del gen MTRR, donde se sefiala la localizacion de variantes alélicas de importancia
clinica.
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5.2.3.2 MTRR A66G y DTN

Existe evidencia sobre una potencial asociacién entre la variante y el riesgo de
DTN. Diversos estudios han reportado que el genotipo 66GG en la madre muestra
un incremento de 1.90-2.15 en el riesgo de DTN (Zhu et al. 2003, van der Linden
et al. 2006, Candito et al. 2008). Sin embrago, este efecto puede ser influenciado
por la presencia de niveles bajos de metabolitos importantes para el ciclo de los
folatos, como el caso de la vitamina B12 (Wilson et al. 1999, van der Linden et al.
2006). De manera contrastante, se ha reportado que no existe una asociacion
entre el genotipo MTRR 66GG y un incremento en el riesgo materno para DTN
(Relton et al 2004, O Leary et al. 2005, Naushad y Devi 2010). Un metanalisis
realizado en el 2013, que incluyd 10 estudios sobre MTRR A66G Yy el riesgo para
DTN, concluyd que esta variante incrementa en 1.31 el riesgo materno para DTN
(Ouyang et al. 2013).

Por otra parte la evaluacion de esta variante en el producto muestra resultados
controversiales. Un estudio ha reportado que la presencia del genotipo 66GG
incrementa en 2.6 el riesgo para DTN (Zhu et al. 2003), mientras otros no han
encontrado tal asociacion (O Leary et al. 2005, van der Linden et al. 2006, Shaw et
al. 2009).

Otra asociacion entre la variante MTRR A66G y DTN se ha encontrado en
combinacion con otras variantes del metabolismo de los folatos. Existen
indicadores de que la combinacion de las variantes MTRRA66G y MTHFR C677T
provoca un incremento de 3 a 4 veces el riesgo de DTN (Wilson et al. 1999, Relton
et al. 2004, Guéant-Rodriguez et al. 2003, van der Linden et al. 2006,), asi como

también se ha observado que la combinacion del alelo MTR A2756G vy el
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aleloA66G incrementa de 2 a 3 veces el riesgo de DTN (Zhu et al. 2003, van der

Linden et al. 2006).

5.2.4 MTHFD1

La Metilen-THF Deshidrogenasa - Metenil-THF Ciclohidolasa - Formil-THF
Sintetasa (C;1-THF sintasa) es una enzima citoplasmatica trifuncional dependiente
del Dinucledtido de Nicotinamida-Adenina Fosfato (NADP), de 100 kDa, codificada
por el gen MTHFD1, la cual cataliza la conversion de THF a los derivados 10-
formil, 5-10 metenil y 5-10 metilen.

Esta enzima estd compuesta por dos dominios funcionales (Figura 11): un dominio
amino terminal de 33 kDa, que posee las actividades deshidrogenasa y
ciclohidrolasa, y un dominio en la regién carboxilo terminal, de 67 kDa, que
presenta la actividad sintetasa (Carroll et al. 2009).

La actividad de esta enzima es esencial para la sintesis de ADN, ya que provee
los metabolitos 10-formilTHF y 5,10-metilenTHF para la sintesis de purinas y
timidilato. Por lo tanto, el funcionamiento de esta enzima es vital en células de
rapida divisibn, como lo son las células embrionarias, donde las purinas y
pirimidinas estan en constante demanda para la sintesis de ADN (Carroll et al.
2009).

El gen MTHFD1 esta conformado por 28 exones, y se encuentra localizado en el

cromosoma 14q23.3 (Figura 11).
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5.2.4.1IMTHFD1 G1958A

La variante MTHFD1 G1958A (rs2236225) esta situada en el exén 20 (Figura
11B), originando una sustituciébn de Arginina por Glutamina (R653Q) (Hol et al.
1998). La frecuencia de esta variante va de 15 a 21% para la poblacion caucasica
europea y americana (Hol et al. 1998, Brody et al. 2002, Shi et al. 2003, Chen et
al. 2004, Parle-McDermott et al. 2005, De Marco et al. 2006, Fredriksen et al.
2007, van der Linden et al. 2007).

La proteina resultante de la mutacion MTHFD1 G1958Aha sido purificada y
caracterizada in vitro, encontrando que tiene menor termoestabilidad que la
proteina comun (Christensen et al. 2009). La diferencia de estabilidades es
reprimida en grandes concentraciones de folato, lo que sugiere la posibilidad de
interaccion entre genes y nutrientes. No se han observado efectos producidos por
esta mutacion sobre la Hcy o el folato circulante (Hol et al. 1998, Brody et al. 2002,

Chen et al. 2004, Kohlmeier et al. 2005, Fredriksen et al. 2007).

5.2.4.2MTHFD1 G1958A y DTN

Los resultados obtenidos en torno al posible incremento de riesgo para DTN que
puede conferir la variante G1958A han sido controversiales.

Diversos estudios han indicado que la presencia del genotipo 1958AA representa
un factor que incrementa el riesgo materno para DTN en 1.51-1.96 (Brody et al.
2002, Parle-McDermott et al. 2006, De Marco et al. 2006, Pangilinan et al. 2012),
mientras que esta misma asociacion ha sido descartada para poblaciones como la

holandesa (van der Linden et al. 2007).
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En lo que respecta a la variante MTHFD1 G1958A como factor de riego para DTN
en el producto, se ha reportado que la presencia del alelo A, en estado
homocigoto incrementa el riesgo para DTN en un rango de 1.6-1.9 (De Marco et
al. 2006, Shaw et al. 2009, Pangilinan et al. 2012), pero también un gran namero
de estudios no ha encontrado dicha asociacion (Hol et al. 1998, van der Linden et

al. 2007, Franke et al. 2008, Doudney et al. 2009).
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Figura 11. A) Localizacion del gen MTHFDL1 en la region q23.3 del cromosoma 14. B) Esquema de
la proteina C1-THF sintasa, que sefiala los sitios activos y de union por los que esta compuesta, asi
como tambien se muestra un esquema de la composicion del gen MTHFD1, donde se sefialan
algunas de las variantes alelicas reportadas para este gen (Modificado de MacFarlane, 2009).

5.2.5 TCN2
El gen TCN2 (Figura 12),localizado en 22g12.2, esta conformado por 9 exones y

tiene como producto a la proteina sérica no glicolisada Transcobalamina I,
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conformada por 409 residuos de aminodacidos, con un peso de 45.5 kDa (Quadros
et al. 2010).

Esta proteina es la encargada de unirse y transportar a la cobalamina absorbida
en el ileon hacia el tejido celular a través del cuerpo (Quadros et al. 2010), la cual
funciona como cofactor para el metabolismo del acido metilmalonico y la
homocisteina (Sunder-Plassmann et al. 2003).

La importancia de la cobalamina en el metabolismo de la homocisteina, radica en
ser el cofactor de la enzima MTR, en la transferencia del grupo metil del
compuesto 5-MetilTHF a la homocisteina, generando metionina y THF. Por lo tanto
una deficiencia de cobalamina generaria niveles altos de homocisteina en el
plasma del individuo (Afman et al. 2001).

Generalmente los niveles bajos de cobalamina son debidos a una baja ingesta de
vitamina Bj,, sin embargo esto también puede ser atribuido a deficiencias en su
absorcion y transporte, debido a variaciones genéticas en el gen TCN2 (Lievers et

al. 2002).

5.25.1 TCN2 C776G

La variante TCN2 C776G (rs1801198) consiste de una sustitucion de citosina por
guanina en la posicién 776 del exon 6 (Figura 12B). Esta transicion resulta en una
sustituciéon de arginina por prolina en el codén 259 (P259R) (Miller et al. 2002,

Zetterberg 2003).
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Se ha observado que esta variante afecta los niveles plasméticos de
transcobalamina I, interviniendo con la disponibilidad celular de la vitamina Bi,
para el metabolismo de homocisteina (Sunder-Plassmann et al. 2003).

La frecuencia con que se reporta esta variante es de 34.6% para homocigotos CC,
47.8% para heterocigotos y 17.6% para homocigotos GG en la poblacién
caucésica (Namour et a. 2001), mientras que de manera similar, se reporta una
frecuencia de 17.6% de individuos con el genotipo 766GG para la poblacion

mexicana (Guéant et al. 2007).
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Figura 12. A) Sefialamiento de la localizacion cromosomica del gen TCN2 en el cromosoma 22. B)
Composicion del gen TCN2. En esta imagen se observa el tamafio de las regiones intronicas y
exonicas del gen, asi como la localizacion de variantes alelicas descritas (Modificado de Li, 1995)
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5.2.5.2TCN2 C776Gy DTN

Respecto a la relacion de esta variante con DTN, los resultados las
investigaciones realizadas hasta el momento, muestran discrepancias entre ellos.
Existen reportes que sefialan al genotipo 776GG materno incrementa el riesgo de
MMC en poblaciones de Polonia en 2.22 (Pietrzyk et al. 2003) y la India en 1.34
(Godbole et al. 2011), mientras que otras investigaciones, no han encontrado que
la variante C776G represente un factor de riesgo, ya sea en la madre o en el
producto (Afman et al. 2002, Swanson et al. 2005, Boyles et al. 2006, Candito et

al. 2007, Brouns et al. 2008, Pangilinan et al. 2012).

5.2.6 TYMS

TYMS es un gen localizado en el cromosoma 18, conformado por 7 exones
(Figura 13), cuyo producto codificado recibe el nombre de Timidiliato Sintetasa
(TS), la cual es una enzima con un peso molecular de 72 kDa, encargada de
catalizar la metilacion de dUMP a dTMP.

Esta enzima se considera vital para el mantenimiento de los requerimientos
metabodlicos esenciales en la proliferacién y crecimiento celular, pudiendo su
inactivacién tener consecuencias de gravedad, como lo son el agotamiento de
timina, la inhibicion de la sintesis de ADN y en ultima instancia la muerte celular
(Liu et al., 2002; Kawate et al., 2002). De igual forma se ha observado que esta
enzima desempefia una funcién importante en la regulacion del ciclo celular y
apoptosis, a través de un efecto regulatorio en la expresion de proteinas

vinculadas al ciclo celular, como p53 (Liu et al. 2002).
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La importancia de TS en el metabolismo de los folatos, recae en la competencia
gue tiene con la enzima MTHFR, por 5-10 metilenTHF, el cual es un compuesto de
importancia en este metabolismo (Liu et al. 2002 Trinh et al. 2002, Ulrich et al.
2002).

Se ha observado que los niveles folato intracelular pueden afectar la expresion de
TS, asi como también la presencia de polimorfismos en el gen TYMS, pueden
tener efectos sobre su actividad enzimatica, afectando de esta manera los niveles

folato y homocisteina (Chu y Allegra 1996, Ulrich et al. 2002, Trinh et al. 2002).

5.2.6.1TYMS Rep28pb 3G>C

Para el gen TYMS se ha descrito la variante 2R/3R (series de repeticiones) de
28pb en la regiéon 5 sin traducir (5’-UTR) (rs45445694) (Ulrich et al. 2000),
ademas de una sustitucionG>C (Figura 13), que modifica los efectos de 3R, la
cual ha sido identificada dentro de las repeticiones de 28pb (rs34743033)
(Mandola et al. 2003). Las variantes 2R/3R son los polimorfismos mejor

estudiados de TYMS.
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Figura 13. Localizacién del gen TYMS, estructura y polimorfismos. A) Localizacion de TYMS en el
cromosoma 18,regién p11.32. B) Localizacion de la serie de repetidos en la zona no transcrita de la
region 5 en TYMS. C) Sustitucion de guanina por citosina en el 2do repetido del alelo de 3
repeticiones en TYMS (G>C) (Modificado de Marsh, 2005).

La regiéon 5-UTR de TYMS contiene una secuencia repetida de 28pb,
indispensable para una expresion eficiente, la cual usualmente se encuentra por
triplicado en el sentido del codén de inicio, en la region de alargamiento de TYMS
(Horie et al. 1995), esta secuencia es referida como la repeticiébn tAndem triple
(3R), mientras que la repeticion doble (2R) fue descrita en 1995 (Horie et al.
1995). El niumero de repeticiones controla la actividad de TYMS, afectando su

eficiencia traduccional, presentdndose una mayor eficiencia cuando se encuentra

38



presente la repeticion triple, en comparacion con la repeticién doble (Kawakami et
al. 2001).

La frecuencia del genotipo 2R/2R varia dependiendo del grupo étnico de la
poblacion, siendo menos comun para asiaticos (2-10%) en comparacién con
africanos (14-19%) o caucésicos (18-23%) (Hishida et al. 2003, Sharp et al. 2004,
Ulrich et al. 2005, Wang et al. 2005).

La proteina expresada por el genotipo homocigoto a 2R es de tres a cuatro veces
menos eficiente que la expresada por el genotipo 3R/3R (Horie et al. 1995,
Kawakami et al. 2001, Mandola et al. 2003). Los niveles de Hcy parecen no verse
afectados por esta variante (Chen et al. 2003, Brown et al. 2004).

Por otra parte, se ha descrito que una transicion de guanina por citosina, en el
nucledtido niamero doce, de la segunda repeticion del genotipo 3R (3G>C) (Figura
13C), cambia un residuo critico en el elemento E-box USF, impidiendo la union de
la proteina USF-1, la cual actia como un potenciador de la transcripcién, alterando
la actividad transcripcional (Mandola et al. 2003).

En lo que respecta a la frecuencia del alelo 3C, se ha observado variacion entre
diferentes grupos étnicos, siendo el grupo de africanos el que presenta este alelo
con menor frecuencia (15%), seguido de los hispanicos (26%), mientras que los
chinos y caucasicos presentan este alelo de manera mas frecuente (30% y 33%
respectivamente) (Mandola et al. 2003). Referente al genotipo 3C/3C la poblacion
en que se presenta mas frecuentemente es la China (14%), seguida por los
Caucasicos (9%), Hispanicos (7%), y finalmente Africanos (2%) (Mandola et al.

2003).
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5.2.6.2 TYMS Rep28pb 3G>C y DTN

El estudio de la variante TYMSRep28pb, como factor de riesgo para DTN, ha
arrojado resultados contradictorios. Se ha observado que el genotipo 2R/2R
incrementa hasta cuatro veces el riesgo para espina bifida en la poblacion
caucasica de Estados Unidos (Volcick et al. 2003), mientras que para la poblacion
caucésica del reino unido no se encontré asociacién alguna entre esta variante y

el incremento en el riesgo para espina bifida (Wilding et al. 2004).

5.2.7 DHFR

La enzima Dihidrofolato Reducatasa (DHFR) es codificada por el gen DHFR, el
cual esta localizado en el cromosoma 5, tiene una extension de 30kb y su region
codificante estd conformada por 6 exones (Figura 14) (Chen et al. 1984). La
funcion de esta enzima es de vital importancia en el ciclo de los folatos, ya que es
la encargada de reducir el folato ingerido a través de la dieta, para que pueda asi
unirse al metabolismo (Johnson et al. 2004). Aproximadamente la mitad del folato
ingerido en la dieta, proveniente de vitaminas, suplementos y alimentos
fortificados, ingresa al organismo en forma de acido félico, la cual es una forma no
reducida de folato, por lo tanto necesita ser reducida por la enzima DHFR antes de
poder participar en cualquier reaccion celular, de esta forma DHFR actia como un
umbral, a través del cual, el folato participa en el metabolismo (Johnson et al.

2004).
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Ademas de reducir el acido félico ingerido en la dieta, DHFR es la encargada de
reducir el dihidrofolato (DHF), formado en la sintesis de timidilato, en THF,
permitiendo de esta forma que el THF pueda reingresar al ciclo para participar
nuevamente en la formacion de timidilato, o bien, en el ciclo de metilacion
sirviendo como donador de grupos metilo para la remetilacion de homocisteina. De
esta manera la enzima DHFR participa en procesos que son esenciales en etapas
tempranas del desarrollo, como lo son la produccién de timidilato, sintesis y

metilacion de ADN (van der Linden et al. 2007).

5.2.7.1 DHFR delecion 19pb

Para el gen DHFR se ha descrito la existencia de una delecién de 19pb en el
intron 1 (Figura 14), la cual remueve un sitio de union para el factor de
transcripcion Spl, afectando de esta forma la expresion del gen (Johnson et al
2004).

No se ha observado que la presencia de este polimorfismo afecte los niveles de
folato y homocisteina (Stanisiawska-Sachadyn et al. 2008).

Se ha reportado que el genotipo homocigoto para la delecibn de 19pb esta
presente en un rango de 17%-22% para la poblacién caucésica (Johnson et al
2004, van der Linden et al. 2007), mientras que en la poblacion mexicana se ha

reportado que este genotipo esta presente en un 37.33% (Vazquez-Sanchez
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2007).
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Figura 14. Localizacién y estructura del gen DHFR. A) Localizacion cromosémica del gen DHFR,
region ql14.1 del cromosoma 5. B) Estructura del gen DHFR, se sefialan la localizacién de algunas
de sus variantes reportadas, incluyendo la delacién de 19pb en el intrén 1 (Modificado de Gellekink
2006).

5.2.7.2 DHFR del19pb y DTN

Esta variante ha sido reportada en asociacion con los DTN cuando esta presente
en el genotipo materno incrementando hasta 2 veces el riesgo para espina bifida,
cuando el genotipo homocigoto para la delecion esta presente (Johnson et al.
2004). Por otra parte esta misma asociacion no ha sido encontrada en otros
estudios (van der Linden et al. 2007, Parle-McDermott et al. 2007, Doudney et al.
2009, Pangilinan et al. 2012), e incluso se ha reportado que el genotipo del/del
actua como factor protector materno, incrementado los niveles de RNAm del gen

DHFR en mujeres embarazadas (Parle-McDermott et al. 2007).
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6. METODOLOGIA

6.1 Poblacion en estudio

Casos: Para la realizacion de este proyecto fue necesaria la recoleccién de
muestras sanguineas de 250 trios familiares conformados por un paciente con
MMC vy sus progenitores. Dichas muestras pertenecen a pacientes de cualquiera
de los 15 diferentes Centros de Rehabilitacion Infantil Teleton (CRIT) localizados
en los estados de Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Durango,
Estado de México, Guadalajara, Guanajuato, Hidalgo, Oaxaca, Quintana Roo,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan.

La participacion de las familias fue recaudada mediante la firma de un
consentimiento informado, donde accedieron a participar en la investigacion,
posteriormente se tomé una muestra sanguinea, 0 en caso excepcional de
mucosa oral, de cada uno de los miembros del trio familiar. A su vez se realiz6 el
llenado de las encuestas de antecedentes clinico-genéticos y frecuencia de

consumo de alimentos.

6.1.1 Criterios de seleccion
Criterios de inclusién
1. Pacientes con alguna de las variedades de MMC, cuyos progenitores
acepten participar y firmen el consentimiento informado.
2. Que las madres acepten responder la encuesta de antecedentes clinico-
genéticos de las respectivas familias.
3. Que acepten donar una muestra de sangre, tanto los progenitores como el

paciente.
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Criterios de exclusion
1. Que no sea posible estudiar a ambos progenitores.
2. Que el paciente sea adoptado.
3. Que el paciente presente MMC como parte de un sindrome.
Criterios de eliminacion
1. Que el diagnéstico clinico sugiera MMC, pero que estuviera aun en estudio
y no se haya confirmado.
2. Que el paciente haya sido de alta y no se haya completado ya sea la
aplicacion de la encuesta o la toma de muestra.
3. Que la familia decidiera en cualquier momento que no se analice la
informacién y muestras bioldgicas proporcionadas.
4. Cantidad y calidad de la muestra insuficiente para la realizaciéon de los
analisis.
5. Cambio de diagnostico de MMC aislado a una entidad sindrémica durante

el transcurso del estudio.

6.2 Controles
Para el grupo control se recolectaron muestras sanguineas de recién nacidos

sanos, de la misma localizaciéon geografica y etnicismo que los casos.

6.2.1 Criterios de seleccion
Criterios de inclusién
1. Recién nacidos, sin ningun tipo de malformacion congénita, de la misma

localizacion geografica y etnicismo qué el grupo de casos.
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6.3 Descripcion del procedimiento

Las muestras sanguineas fueron transportadas al laboratorio del departamento de
genética del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ), para su respectivo procesamiento, el cual consistié en la extraccidon
de ADN mediante el método se extraccion por sales. El material genético obtenido
fue almacenado a una temperatura de -70°C hasta realizar la genotipificacion de
variantes.

La genotipificacion de variantes en los genes MTHFR, MTR, MTRR, TCNIl y
MTHFD1 se llevdé a cabo utilizando la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real, mediante el uso de sondas “TagMan” disefiadas
especificamente para la localizacién de las variantes. En el caso de las variantes
de TYMS y DHFR, que corresponden a deleciones y repeticiones de pb, se utilizd
PCR de punto final, el producto fue sometido a electroforesis en geles de agarosa
al 3%. La presencia de deleciones y repeticiones fue determinada mediante la
comparacién de pesos moleculares de los fragmentos resultantes. Finalmente
para determinar la presencia de la variante G>C de TYMS, se utilizé la técnica de
PCR-RFLP, donde se amplific6 mediante el método de PCR de punto final el
fragmento correspondiente al alelo de 3 repeticiones, para posteriormente
someterlo a un proceso de digestiéon con la enzima de restriccion Haell a 37°C
durante 3 horas. El producto de la digestion fue verificado por medio de una
electroforesis en geles de agarosa al 3%, en donde por medio de la comparacion
de pesos moleculares, de los fragmentos obtenidos, se determiné la presencia de

la variante.
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6.4 Variantes a analizar

Las variantes analizadas fueron las siguientes: C677T, A1298C del gen Metilen
Tetrahidrofolato Reductasa (MTHFR). A2756G del gen Metionina Sintetasa (MTR).
A66G del gen Metionina Sintetasa Reductasa (MTRR). G1958A del gen Metil
Tetrahidrofolato Deshidrogenasa (MTHFD1). C776G del transportador de
transcobalamina (TCNII). Delecién de 19 pb del gen Dihidrofolato Reductasa

(DHFR). Repeticion de 28pb y 3RG>C del gen Timidilato Sintetasa (TYMS).

6.5 Métodos de laboratorio

6.5.1 Extraccién de ADN en sangre periférica por método de sales

1.- Se homogeniz6 la muestra de sangre periférica recolectada, y se repartieron
700 pl de sangre en 4 tubos de 1.5 ml.

2.- Se agregaron 500 pl de TTS y se agit6 manualmente. Posteriormente se
centrifugd a 14 000 rpm durante 2 minutos.

3.- Terminado el centrifugado, el sobrenadante se desech6 cuidadosamente. El
sedimento del fondo fue lavado con 1 ml de TTS y fue sometido a centrifugacion
por 2 minutos a 14 000 rpm.

Este paso se repitid 2 veces mas, hasta que el sedimento tomo un color blanco o
transparente.

4.- Se decant6 el sobrenadante del ultimo lavado y se resuspendid el sedimento
en 570 ul de Nacl 5 mM.

5.- Se adicionaron 30 pl de SDS al 10% y la mezcla se homogenizé por 30

segundos en el agitador vortex.
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6.- Posteriormente se afiadieron 200 pl de NaCl saturado, se agit6 en el vortex por
30 segundos y se centrifug6 a 14 000 rpm durante 10 min.

7.- Se recolecto el sobrenadante y se lavdé con 500 pl de Cloroformo-alcohol
isoamilico 49:1. Se agitd vigorosamente, para después ser centrifugado a 14 000
rpm durante 10 min.

8.- La fase superior, resultante del centrifugado, se transfirio a un tubo cénico de
15 ml con 6ml de etanol absoluto frio y se almacené a -20°C durante 2 horas, con
el fin de obtener un precipitado, el cual contiene el ADN.

9.- El boton de ADN se lavo con 300 pl de etanol al 70% y se centrifugé a 14 000
rpm durante 10 min.

10.- El etanol se decantd y el ADN se dejo secar a temperatura ambiente.

11.- Una vez seco el ADN se resuspendié en 300 ul de agua.

6.5.2 Cuantificacién de ADN

La cuantificacion se realizé por densitometria en un espectrofotdmetro (Nanodrop)
a una longitud de onda de 260 nm para acidos nucleicos y 280 para proteinas, el
factor de las lecturas a 260/280 nm =1.8 corresponde a un ADN libre de proteinas.
Gracias a esta medicion se logré conocer la concentracién inicial de las muestras
en analisis, de esta manera se pudo realizar una dilucién a cada una de ellas para

llevarlas a una concentracion de trabajo de 5ng/pl.
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6.5.3 Genotipificacion de las variantes alélicas por medio de PCR en tiempo

real

Para la deteccién de variantes en los genes MTHFR, MTR, MTRR, MTHFD1 y

TCN2 se utilizo la técnica de PCR en tiempo real, a través de sondas TagMan,

utilizando el equipo StepOnePlus de Applied BioSystems®. La secuencia de las

sondas utilizadas se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Modelo y secuencia de sondas utilizadas para la genotipificacion de las variantes
MTHFR C667T, A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, MTHFD1 G1958A, TCNII C776G.

Variante

Sonda

Secuencia

MTHFR
Ce667T

MTHFR
A1298C

MTR
A2756G

MTRR
A66G

MTHFD1
G1958A

TCNII
C776G

C__ 1202883_20

C 850486_20

C__ 12005959 10

C___3068176_10

C__ 1376137_10

C 325467_10

GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG[G/A]JCTCCCGCAGACA
CCTTCTCCTTCAA

AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTT[GI/T]ICTTCACTGGTCAG
CTCCTCCCCCCA

GAAGAATATGAAGATATTAGACAGGIA/G]CCATTATGAGTCT
CTCAAGGTAAGT

AGGCAAAGGCCATCGCAGAAGAAATIAIG]ITGTGAGCAAGCT
GTGGTACATGGAT

GGCAATTCCTCCATCATTGCAGACC[A/G]GATCGCACTCAA
GCTTGTTGGCCCA

CAGTTCCTCATGACTTCCCCCATGC[C/G]TGGGGCAGAACT
GGGAACAGCATGT

Preparacion de la mezcla de reaccion:

Se preparo la mezcla para la reaccion de PCR con los siguientes reactivos:

e Agua libre de ADNasas

e Sonda a una concentracion 40X (ABI/No. de Part: 4351379)
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e Genotyping Master Mix (ABI frasco de 10-ml/No de Part 4371355) o Type-it
Fast SNP Probe PCR Kit (Qiagen/ No. Cat 206045)
Las concentraciones y cantidades necesarias para la mezcla de amplificacion se
detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Reactivos y concentraciones utilizadas para la preparacion de la mezcla de
reaccién, segun el protocolo de PCR en tiempo real.

Reactivo Concentracion Cantidad en ul paral Cantidad en pul para 105

reaccion de 10 pl reacciones de 10 pl
Master Mix 2X 3.50 367.50
Sonda 40X 0.09 9.50
Agua 3.41 359.10

Preparacién de placa de reaccion

1.- Se realiz6 un mapa de muestras en la cuadricula de 12X8 para genotipificacion
de SNPs

2.- Se aplicé a cada pozo 3 ul de ADN a una concentracion de 5 ng/pl.

3.- Se colocaron 130ul de la mezcla de reaccion en tiras de 8 tubos de PCR.

4.- Se repartioé con pipeta multicanal 7 ul de mezcla de reaccién para cada pozo.
5.- Se cubrid la placa con adhesivo éptico.

6.- Se verificd no dejar burbujas y que toda la mezcla de reaccién permaneciera en

el fondo.
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Las condiciones de amplificacion se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 3. Descripcion del programa de amplificacién utilizado para el protocolo de
genatipificaciéon por PCR en tiempo real.

Paso Temperatura Tiempo

1 60 °C 3 min

2 95°C 10 min

3 95°C 15 seg

4 60°C 1 min con lectura de fluorescencia
5 Repetir 39 veces mas los pasos 3-4

6 60°C 30 seg con lectura de fluorescencia

6.5.4 PCR y Electroforesis

Para la genotipificacion de las variantes en los genes DHFR y TYMS se utilizo la
técnica de PCR de punto final, seguida por una electroforesis en geles de agarosa
al 3%. Para la variante 3G>C se realizé una digestion con la enzima Haelll, para
posteriormente corroborar la presencia del polimorfismo en una electroforesis en
gel de agarosa al 3%. La secuencia de los oligonucleétidos que se emplearon para

la genatiificacion de estas variantes se describe en la tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados como cebadores para las variantes
TYMS Rep28pb y DHFR Dell19pb.

Variante Secuencia

TYMS F:GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC

Rep28pb R:GCTCCGAGCCGGCCACAGGCATGGCG
DHFR F1:CCACGGTCGGGGTACCTGGG

Del19pb F2:ACGGTCGGGGTGGCCGACTC
R:AAAAGGGGAATCCAGTCGG
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6.5.4.1 PCR de punto final

Preparacion de la mezcla de reaccion.

Para la preparacion de la mezcla, de la reaccion de amplificacion, se utilizaron los
reactivos detallados en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos, concentraciones y cantidades utilizadas para la preparacion de la
mezcla de reaccién, segun el protocolo de PCR de punto final.

Cantidad de pl para una

Reactivo Concentracion s

reaccion de 25 pl
Flexi Buffer Green Go Taq Promega® 5X 5.00
MgCI2 Promega® 25 mM 1.50
PCR Nucleotide Mix Promega® 10mM 0.50
DNA Polimerasa Go Taq Flexi Promega® 5U/ul 0.20
Primer F 10 uM 0.25
Primer R 10 pM 0.25
H20 14.30

Preparacion de la reaccion

1.- Se realiz6 un mapa registro de las muestras que seran colocadas en cada pozo
de la placa.

2.- Se aplicé a cada pozo 3 ul de ADN a una concentracion de 5 ng/pl.

3.- Se colocaron 23ul de la mezcla de reaccion a cada pozo de la placa.

5.- Las placas fueron tapadas herméticamente con sus tapas correspondientes,
para evitar la evaporacion y pérdida de la reaccion.

6.- Las placas fueron revisadas, evitando dejar burbujas y asegurandose que toda

la mezcla de reaccion permaneciera en el fondo.

Las condiciones de amplificacion para cada gen se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 6. Descripciébn de los programas de amplificacién usados en el protocolo de
genatipificacion por PCR de punto final, para las variantes de TYMS rep28pb y DHFR
del19pb.

TYMS rep28pb DHFRdel19pb
Paso Temperatura Tiempo Paso Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min 1 95°C 2 min
2 95°C 30 seg 2 95°C 30 seg
3 71.4°C* 30 seg 3 62.7°C* 30 seg
4 72°C 30 seg 4 72°C 30 seg
5 Repetir desde paso 2 14 veces 5 Repetir desde paso 2 14 veces
6 95°C 30 seg 6 95°C 30 seg
7 64.4°C 30 seg 7 55.7°C 30 seg
8 72°C 30 seg 8 72°C 30 seg
9 Repetir desde paso 6 23 veces 9 Repetir desde paso 6 23 veces
10 72°C 5 min 10 72°C 5 min

*Esta temperatura disminuye 0.5°C en cada ciclo.

6.5.4.2 Electroforesis

Para determinar la presencia de las variantes dell9 de DHFR y Rep28pb de
TYMS, se sometié el producto amplificado por PCR, a una electroforesis en gel de
agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etidio.

Para la variante dell9pb de DHFR, se observdé que el genotipo homocigoto
silvestre presenta una sola banda de 111 pb, el genotipo heterocigoto presenta
dos bandas, una de 111 pb y la segunda de 92 pb, mientras que el genotipo

homocigoto a la delecién presenta una sola banda de 92 pb (Figura 15).
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Figura 15. Interpretacion de los resultados esperados para la genotipificacion de la
variante DHFR dell9pb a través de la clasificacion de bandas, respecto a su peso
molecular, por electroforesis en geles de agarosa al 3%.

Por su parte la variante Rep28pb del gen TYMS, mostré una banda con un peso
molecular de 210pb para el alelo de 2 repeticiones, mientras que el alelo
correspondiente a 3 repeticiones producia una banda con un peso molecular de

238pb (Figura 16).

6.5.5 Identificacion de la variante 3G>C TYMS

Para la genotipificacion de esta variante, se sometié a la técnica RFLP, con la
enzima Haelll, el producto amplificado de TYMS, generando una mezcla de 20pl
totales, que incluyen 15ul del amplificado, mas 5ul de la mezcla de digestion. La
concentracion y cantidad de cada reactivo utilizado en esta mezcla de digestiéon se

muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 7. Reactivos, concentraciones y cantidades utilizadas para la preparacion de la
mezcla de digestion, en el protocolo de identificacion de la variante G>C del gen TYMS.

Reactivo Concentracion Cantidad de pl para
reaccion
Buffer C Promega 10X 1.5
Enzima Hae Il Promega 10u/ul 1
Albumina Bovina Seérica
10mg/ml 0.2
Promega
H20 2.8

Electroforesis
El producto de la digestién fue separado por electroforesis en un gel de agarosa al
3%. Para el alelo G de la variante se observaron bandas de 12, 28, 44, 47 y 66 pb,

mientras que el alelo C produce bandas de 12, 44 47 y 94 pb (Figura 17).

e £
€90 =) S
2 2 o
8 s &
8 o 8
: : :
B ¥ 5
e — — W— 238pb
- 210pb

Figura 16. Interpretacién de genotipos para la variante TYMS rep28pb, a través de
discriminacién de bandas, respecto a su peso molecular, por electroforesis en geles de
agarosa al 3%.
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Figura 17. Interpretacion de genotipos para la variante TYMS 3G>C, a través de la
separacion de bandas, del producto de la digestion con la enzima Hae Ill, por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 3%.

6.6 Andlisis estadistico

Después de genotipificar la totalidad de la poblacién en estudio, se procedi6 a

realizar el calculo de frecuencias alélicas y genotipicas de cada una de las

variantes.

6.6.1 Comparacion de frecuencias genotipicas
Se compar6, mediante la prueba de y? o la Prueba Exacta de Fisher (PEF), las
frecuencias de los genotipos homocigotos de la poblacién en estudio con las

frecuencias del grupo control, debido a que son estos genotipos los que tienen un

mayor efecto sobre el producto codificado.
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Esta comparacion se realiz6 con el fin de observar si existe, en alguna de las
variantes del metabolismo de los folatos, una diferencia estadisticamente
significativa entre la frecuencia genotipica de los dos grupos en estudio.

Debido a las multiples comparaciones realizadas durante el estudio, se realizé la
correccion de Bonferroni, dando como resultado, que para determinar la existencia
de una diferencia estadisticamente significativa, entre las frecuencias comparadas,

se tomara un nivel de significancia menor a 0.001.

6.6.2 Prueba de desequilibrio de trasmision (TDT)

Para determinar si existe una transmisioén de tipo preferencial, de alguno de los
alelos en estudio, se realiz6 el analisis de desequilibrio de transmision. Para evitar
asociaciones espurias, debido a las multiples comparaciones realizadas, el valor
de significancia se corrigio por medio de la correccién de Bonferroni, por lo que se

tomd en cuenta un nivel de significancia menor a 0.001.

6.6.3 Correlacién fenotipo-genotipo

Para evaluar la posible existencia de una correlacion fenotipo-genotipo, los
pacientes con MMC fueron agrupados dependiendo de la localizacion del MMC en
MMC Torécico, Toracolumbar, Lumbar, Lumbosacro y Sacro, para posteriormente
comparar las frecuencias genotipicas entre los grupos y determinar si la presencia
de alguna de estas variantes se presenta de manera caracteristica en un fenotipo
determinado. Tomando como criterio la altura de la lesion de MMC, se realiz6 una

categorizacion de gravedad para los diferentes fenotipos, siendo catalogados
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como fenotipos de alta gravedad aquellos cuya lesion se localiza en las vértebras
toracicas (Toracico y Toracolumbar) y de menor gravedad los fenotipos que
afectan las vértebras lumbares y sacras (Lumbar, Lumbosacro y Sacro), esto con
el fin de comparar las frecuencias genotipicas obtenidas entre estos grupos,
ademas del grupo control, para asi determinar si alguna de las variantes en
estudio representa un factor de riesgo ligado al desarrollo de las formas mas

graves de MMC.

6.6.4 Interaccion génica

Para determinar la presencia de interaccion entre las variantes analizadas, se
realizé el analisis de reduccién de dimensionalidad multifactorial (MDR). Todas
las combinaciones posibles, de uno a tres polimorfismos, fueron analizadas con la
intencion de encontrar alguna interaccion que represente un incremento en el
riesgo de MMC.

La significancia estadistica fue evaluada usando un andlisis de permutacion para
comparar la precision de prueba (TA) observada, con la esperada, bajo la
hipétesis nula (no asociacion). Obteniendo que el valor de significancia para este

analisis es TA=0.60.
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7. RESULTADOS

7.1 Andlisis de frecuencias genotipicas

Después de genotipificar 250 trios, compuestos por individuos con

mielomeningocele (MMC) y sus progenitores, se obtuvieron las frecuencias

genotipicas y alélicas mostradas en la tabla 8.

Tabla 8. Frecuencias alélicas y genotipicas, para cada una de las variantes analizadas,
de los individuos que conforman los trios familiares en estudio.

Variante

Casos (%)

Madres (%)

Padres (%)

MTHFR C667T

cC 46 (18.40) 60 (24.00) 59 (23.60)
CT 129 (51.60) 119 (47.60) 109 (43.60)
TT 75(30.00) 71 (28.40) 82 (32.80)
Alelo C 0.44 0.48 0.45
Alelo T 0.56 0.52 0.55
MTHFR A1298C

AA 187 (74.80) 187 (74.80) 185 (74.00)
AC 61 (24.40) 57 (22.80) 54 (21.60)
cC 2 (0.80) 6(2.40) 11 (4.40)
Alelo A 0.87 0.86 0.85
Alelo C 0.13 0.14 0.15
MTR A2756G

AA 156 (62.40) 146 (58.40) 153 (61.20)
AG 87 (34.80) 96 (38.40) 83 (33.20)
GG 7 (2.80) 8(3.20) 14 (5.60)
Alelo A 0.80 0.78 0.78
Alelo G 0.20 0.22 0.22
MTRR A66G

AA 172 (68.80) 168 (67.20) 159 (63.60)
AG 70 (28.00) 70 (28.00) 79 (31.60)
GG 8(3.20) 12(4.80) 12 (4.80)
Alelo A 0.83 0.81 0.79
Alelo G 0.17 0.19 0.21
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Variante

Casos (%)

Madres (%)

Padres (%)

MTHFD1 G1958A

GG 38 (15.20) 39 (15.60) 34 (13.60)
GA 113 (45.20) 114 (45.60) 120 (48.00)
AA 99 (39.60) 97 (38.80) 96 (38.40)
Alelo G 0.38 0.38 0.38
Alelo A 0.62 0.62 0.62
TCNIC776G

CcC 112 (44.80) 130 (52.00) 115 (46.00)
CG 113 (45.20) 96 (38.40) 102 (40.80)
GG 25 (10.00) 24 (9.60) 33 (13.20)
Alelo C 0.67 0.71 0.66
Alelo G 0.33 0.29 0.34
DHFR Del19pb

1/1 30 (12.10) 24 (9.68) 36 (14.52)
Y 145 (58.47) 149 (60.08) 135 (54.44)
212 73 (29.44) 75(30.24) 77 (31.05)
Alelo 1 0.41 0.40 0.42
Alelo 2 0.59 0.60 0.58
TYMS Rep28pb G>C

2/2 35(14.11) 37(14.92) 32(12.90)
2/3C 100 (40.32) 96 (38.71) 94 (37.90)
213G 40 (16.13) 48(19.35) 50 (20.16)
3C/3G 30 (12.10) 28 (11.29) 22 (8.87)
3C/3C 34 (13.71) 30(12.10) 44 (17.74)
3G/3G 9 (3.63) 9 (3.63) 6 (2.42)
Alelo 2 0.42 0.44 0.42
Alelo 3C 0.40 0.37 0.41
Alelo 3G 0.18 0.19 0.17

Posteriormente se realizd la genotipificacion del grupo control, conformado por
recién nacidos sanos, de la misma localizacion geografica que los individuos con

MMC, con el fin de realizar una comparacion entre las frecuencias genotipicas de
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ambos grupos. A su vez se comprobd que las poblaciones se encontraran en

equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 9).

Posteriormente se realizd la comparacion de frecuencias genotipicas entre los
individuos afectados con MMC y el grupo control. Solo se compararon las
frecuencias genotipicas correspondientes a los genotipos homocigotos de cada
variante, debido a que estos genotipos son los mas contrastantes con respecto al
producto codificado. Este andlisis no mostro ninguna diferencia estadisticamente

significativa entre las frecuencias genotipicas de casos y controles (Tabla 9).

La comparacion de frecuencias para las variantes DHFR Dell9pb y TYMS
Rep28pbG>C no pudo realizarse, debido a que, la calidad de las muestras del
grupo control, no cumplia con los estandares adecuados para su genotipificacion,

por medio de la metodologia planteada.
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas, valor del equilibrio de Hardy-Weinberg y resultado de la comparacién de frecuencias entre casos y

controles.
Genotipos
Variante Casos (%) Controles (%) HWE P P
WT HT MT WT HT MT Casos/Controles

MTHFR C667T 46(18.40) 129(51.60) 75(30.00) 47(18.80) 128(51.20) 75 (30.00) 0.46/0.55 0.93
MTHFR A1298C 187(74.80) 61(24.40) 2(0.80) 186(74.40) 59(23.60) 5(2.00) 0.21/0.89 0.26
MTR A2576G 156(62.40) 87(34.80) 7(2.80) 168(67.20) 69(27.60) 13(5.20) 0.21/0.10 0.25
MTRR A66G 172(68.80) 70(28.00) 8(3.20) 167(66.80) 68(27.20) 15(6.00) 0.79/0.03 0.14
MTHFD1 G1958A 38(15.20) 113(45.20) 99(39.60) 27(10.80) 121(48.40) 102(40.80) 0.54/0.31 0.20
TCNII C776G 112(44.80) 113(45.20) 25(10.00) 129(51.60) 107(42.80) 14(5.60) 0.65/0.17 0.04

WT. Homocigoto silvestre

HT. Heterocigoto

MT. Homocigoto mutante

HWE P. Valor estadistico del equilibrio de Hardy-Weinberg.

P. Valor estadistico de la comparacién de las frecuencias genotipicas, por )(2 o PEF, entre casos y controles.

Debido a los reportes que sefialan al heterocigoto compuesto, de las variantes MTHFR C667T +A1298C, como un factor

de riesgo para MMC, se realizé el célculo de frecuencias para este genotipo en la poblacién en estudio (Tabla 10).
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Tabla 10. Frecuencia del alelo compuesto MTHFR C667T - A1298C en los trios
familiares, asi como en el grupo control.

MTHFR Grupos de estudio

C667T + A1298C Casos (%) Controles (%) Madres (%) Padres (%)
CC + AA 21 (8.40) 20 (8.00) 28(11.20) 23 (9.20)
CC+AC 23 (9.20) 24 (9.60) 26 (10.40) 25 (10.00)
CC +CC 2 (0.80) 3 (1.20) 6 (2.40) 11 (4.40)
CT + AA 91 (36.40) 94 (37.60) 88 (35.20) 80 (32.00)
CT + AC 38 (15.20) 33(13.20) 31 (12.40) 29 (11.60)
CT+CC 0 (0.00) 1 (0.40) 0 (0.00) 0 (0.00)
TT + AA 75 (30.00) 72 (28.80) 71 (28.40) 82 (32.80)
TT + AC 0 (0.00) 2 (0.80) 0 (0.00) 0 (0.00)
TT + CC 0 (0.00) 1 (0.40) 0 (0.00) 0 (0.00)
Total 250 (100.00) 250 (100.00) 250 (100.00) 250 (100.00)

De igual forma, se calcularon las frecuencias para el genotipo compuesto por las
variantes MTR A2756C y MTRR A66G, debido a que se reporta un incremento en
el riesgo para MMC, cuando estas variantes se encuentran en un mismo individuo

(Tabla 11).

Para determinar una posible asociacion entre estos genotipos compuestos y el
riesgo para MMC, se compararon las frecuencias del grupo de casos, con su
respectivo grupo control. Para la comparacién por y? se tomé como genotipos de
riesgo (expuestos) aquellos individuos que tuvieran ambas variantes, ya sea en
estado heterocigoto u homocigoto, mientras que el grupo de no expuestos fue
conformado por individuos que presentaron en sus genotipos solo una o ninguna
de las variantes analizadas. Mediante este analisis no se encontré ninguna
diferencia estadisticamente significativa. Los resultados de esta comparacion se

muestran en la tabla 12.
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Tabla 11. Frecuencia del alelo compuesto MTR A2756C -MTRR A66G en los trios
familiares, asi como en el grupo control.

MTR + MTRR Grupos de estudio

A2756G + A66G Casos (%) Controles (%) Madres (%) Padres (%)
AA + AA 106 (42.40) 111(44.40) 100(40.00) 98(39.20)
AA + AC 47(18.80) 47(18.80) 39(15.60) 48(19.20)
AA + CC 3(1.20) 10(4.00) 7(2.80) 7(2.80)
AC + AA 60(24.00) 49(19.60) 63(25.20) 53(21.20)
AC + AC 22(8.80) 16(6.40) 28(11.20) 26(10.40)
AC + CC 5(2.00) 4(1.60) 5(2.00) 4(1.60)
CC + AA 6(2.40) 7(2.80) 5(2.00) 8(3.20)
CC+AC 1(0.40) 5(2.00) 3(1.20) 5(2.00)
CC+cCC 0(0.00) 1(0.40) 0(0.00) 1(0.40)
Total 250(100.00) 250(100.00) 250(100.00) 250(100.00)

Tabla 12. Resultados de la comparacién de frecuencias por x* entre el grupo de casos y
controles para los genotipos compuestos por las variantes MTHFR C667T-A1298C y MTR
A2756G-MTRR A66G.

Genotipos Casos  Controles

Compuestos Ex NoEx Ex NoEx v Odds Ratio P
MTHFR

C667T-A1298C 38 212 37 213 0.02 1.03 (0.61-1.74) 0.900
MTR - MTRR

A2756C-A66G 28 222 26 224 0.08 1.08 (0.59-1.99) 0.773

Ex: Individuos expuestos
NoEx: Individuos no expuestos

7.2 Correlacion fenotipo-genotipo

Con el fin de determinar una posible relacién entre el genotipo y la altura de la
lesion del MMC, se clasificaron los individuos en cinco grupos: Toracico,
Toracolumbar, Lumbar, Lumbosacro y Sacro, con respecto a la localizacion de la
lesion, a su vez, se les otorgo a estos grupos una categorizacion de riesgo, siendo
fenotipos de MMC Alto, aquellos donde la lesion involucra las vértebras toracicas
(Toracico y Toracolumbar), mientras que se catalogdé como fenotipos de MMC
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Medio, aquellos cuya afeccion radica en las vértebras lumbares (Lumbar y
Lumbosacro), finalmente se determiné la creacion de un tercer grupo, conformado
por los fenotipos de MMC Sacro . Esta clasificacion se realizé con la finalidad de
determinar si existe una relacion entre la presencia de ciertas variantes y el riesgo

de desarrollar una forma més grave de MMC.

Las frecuencias alélicas y genotipicas para cada una de las variantes, en los

diferentes genotipos se muestran en la tabla 13.

En la comparacion de frecuencias genotipicas, entre los diferentes fenotipos vy el
grupo control, no se encontré6 ninguna diferencia estadisticamente significativa
(Tabla 14),asi como tampoco en la comparacion realizada entre los rangos de
gravedad.

Se compararon entre si los diferentes rangos formados (MMC Alto, MMC Medio y
MMC Sacro), observandose dos valores interesantes al comparar las frecuencias
de los grupos MMC Alto y MMC Medio, correspondientes a las variantes MTHFR
C667T (x°= 7.52 P= 0.006 OR= 3.34 1C95%= 1.29-9.15) y TYMS Rep28pb (X°=
8.16 P= 0.004 OR= 5.00 IC95%= 1.42-19.85) , que a pesar de no alcanzar una
diferencia estadisticamente significativa, muestran una clara tendencia hacia dicho
valor. (Tabla 15).

Al realizar las comparaciones de los grupos de riesgo con el respectivo grupo
control, no se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa entre las
comparaciones (Tabla 16).

A manera de ejercicio se realiz6 una comparacion entre los grupos de riesgo, asi

como con el grupo control, comparando los alelos de las frecuencias de los
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genotipos homocigotos (Tabla 17), observandose una tendencia hacia el nivel de

significancia para diferentes variantes, esto nos indica que de realizarse un estudio

con un mayor tamafio de muestra, sera posible encontrar asociaciones que no

son detectadas con el tamafio poblacional de este estudio.

Tabla 13. Frecuencias alélicas y genotipicas de los diferentes fenotipos que presentan los

afectados por MMC

Fenotipo (%)

Variantes Toracico  Toracolumbar Lumbar Lumbosacro Sacro
MTHFR C667T

cC 4(8.33) 5(13.51) 14(20.59) 19(27.14)  4(14.81)
CT 28(58.33) 17(45.95) 39(57.35) 32(45.71) 13(48.15)
TT 16(33.33) 15(40.54) 15(22.06) 19(27.14) 10(37.04)
Alelo C 0.38 0.36 0.49 0.50 0.39
Alelo T 0.63 0.64 0.51 0.50 0.61
A1298C

AA 38(79.17) 32(86.49) 47(69.12) 49(70.00) 21(77.78)
AC 10(20.83) 5(13.51) 19(27.94) 21(30.00) 6(22.22)
CC 0(0.00) 0(0.00) 2(2.94) 0(0.00) 0(0.00)
Alelo A 0.90 0.93 0.83 0.85 0.89
Alelo C 0.10 0.07 0.17 0.15 0.11
MTRR A66G

AA 29(60.42) 30(81.08) 45(66.18) 49(70.00) 19(70.37)
AG 17(35.42) 6(16.22) 22(32.35) 17(24.29) 8(29.63)
GG 2(4.17) 1(2.70) 1(1.47) 4(5.71) 0(0.00)
Alelo A 0.78 0.89 0.82 0.82 0.85
Alelo G 0.22 0.11 0.18 0.18 0.15
MTR A2576G

AA 27(56.25) 25(67.57) 42(61.76) 44(62.86) 18(66.67)
AG 17(35.42) 12(32.43) 25(36.76) 25(35.71) 8(29.63)
GG 4(8.33) 0(0.00) 1(1.47) 1(1.43) 1(3.70)
Alelo A 0.74 0.84 0.80 0.81 0.81
Alelo G 0.26 0.16 0.20 0.19 0.19
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Fenotipo (%)

Variantes Toracico  Toracolumbar Lumbar Lumbosacro Sacro
MTHFD1 G1958A

GG 6(12.50) 2(5.41) 13(19.12) 13(18.57)  4(14.81)
GA 25(52.08) 17(45.95) 26(38.24) 34(48.57) 11(40.74)
AA 17(35.42) 18(48.65) 29(42.65) 23(32.86) 12(44.44)
Alelo G 0.39 0.28 0.38 0.43 0.35
Alelo A 0.61 0.72 0.62 0.57 0.65
TCN2 C776G

CC 20(41.67) 18(48.65) 31(45.59) 29(41.43) 14(51.85)
CG 21(43.75) 16(43.24) 34(50.00) 32(45.71) 10(37.04)
GG 7(14.58) 3(8.11) 3(4.41) 9(12.86)  3(11.11)
Alelo C 0.64 0.70 0.71 0.64 0.70
Alelo G 0.36 0.30 0.29 0.36 0.30
DHFR Del19pb

1/1 3(6.25) 5(13.51) 11(16.67) 7(10.00) 4(14.81)
Y2 36(75.00) 17(45.95) 34(51.52) 38(54.29) 20(74.07)
2/2 9(18.75) 15(40.54) 21(31.82) 25(35.71) 3(11.11)
Alelo 1 0.44 0.36 0.42 0.37 0.52
Alelo 2 0.56 0.64 0.58 0.63 0.48
TYMS 3G>C

2/2 1(2.08) 4(10.81) 13(19.70) 12(17.14)  5(18.52)
2/3C 22(45.83) 15(40.54) 29(43.94) 24(34.29) 10(37.04)
213G 12(25.00) 3(8.11) 10(15.15) 12(17.14)  3(11.11)
3C/3G 9(18.75) 0(0.00) 8(12.12) 9(12.86) 4(14.81)
3C/3C 2(4.17) 13(35.14) 2(3.03) 12(17.14) 5(18.52)
3G/3G 2(4.17) 2(5.41) 4(6.06) 1(1.43) 0(0.00)
Alelo 2 0.38 0.35 0.49 0.43 0.43
Alelo 3C 0.36 0.55 0.31 0.41 0.44
Alelo 3G 0.26 0.09 0.20 0.16 0.13
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Tabla 14. Comparacion de frecuencias genotipicas entre los diferentes fenotipos de MMC y el grupo control, para cada una de las

variantes.
Genotipos (%)

Variante Casos Controles P
MTHFR C667T CC CT TT CC CT 1T
Torécico 4(8.33) 28(58.33) 16(33.33) 0.109
Toracolumbar 5(13.51) 17(45.95) 15(40.54) 0.244
Lumbar 14(20.59) 39(57.35) 15(22.06) 47(18.80) 128(51.20) 75 (30.00) 0.336
Lumbosacro 19(27.14) 32(45.71) 19(27.14) 0.209
Sacro 4(14.81) 13(48.15) 10(37.04) 0.466
MTHFR A1298C AA AC CC AA AC CcC
Toracico 38(79.17) 10(20.83) 0(0.00)
Toracolumbar 32(86.49) 5(13.51) 0(0.00)
Lumbar 47(69.12) 19(27.94) 2(2.94) 186(74.40)  59(23.60) 5(2.00) 0.587
Lumbosacro 49(70.00) 21(30.00) 0(0.00)
Sacro 21(77.78)  6(22.22) 0(0.00)
MTR A2576G AA AG GG AA AG GG
Toracico 27(56.25) 17(35.42) 4(8.33) 0.278
Toracolumbar 25(67.57) 12(32.43) 0(0.00)
Lumbar 42(61.76) 25(36.76) 1(1.47)  168(67.20) 69(27.60)  13(5.20) 0.236
Lumbosacro 44(62.86) 25(35.71) 1(1.43) 0.216
Sacro 18(66.67)  8(29.63) 1(3.70) 0.755
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Genotipos (%)

Variante Casos Controles P
MTRR A66G AA AG GG AA AG GG

Toracico 29(60.42) 17(35.42) 2(4.17) 0.733
Toracolumbar 30(81.08) 6(16.22) 1(2.70) 0.327
Lumbar 45(66.18) 22(32.35) 1(1.47) 167(66.80)  68(27.20) 15(6.00) 0.150
Lumbosacro 49(70.00) 17(24.29) 4(5.71) 0.870
Sacro 19(70.37)  8(29.63) 0(0.00)

MTHFD1 G1958A GG GA AA GG GA AA

Toré&cico 6(12.50) 25(52.08) 17(35.42) 0.580
Toracolumbar 2(5.41) 17(45.95) 18(48.65) 0.250
Lumbar 13(19.12) 26(38.24) 29(42.65) 27(10.80) 121(48.40) 102(40.80) 0.182
Lumbosacro 13(18.57) 34(48.57) 23(32.86) 0.060
Sacro 4(14.81) 11(40.74) 12(44.44) 0.708
TCNII C776G CcC CG GG CC CG GG

Toracico 20(41.67) 21(43.75) 7(14.58) 0.019
Toracolumbar 18(48.65) 16(43.24) 3(8.11) 0.528
Lumbar 31(45.59) 34(50.00) 3(4.41) 129(51.60) 107(42.80) 14(5.60) 0.863
Lumbosacro 29(41.43) 32(45.71) 9(12.86) 0.022
Sacro 14(51.85) 10(37.04) 3(11.11) 0.320

P. Valor estadistico de la comparacién de las frecuencias genotipicas, por X* o PEF.
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Tabla 15. Comparacion de las frecuencias genotipicas entre los diferentes grupos de fenotipos.

Variante Comparacion X P OR 1C95%
MTHFR C667T MMC Alto - MMC Medio 7.52 0.006 3.34 1.29-9.15
MMC Alto — MMC Sacro 0.21 0.647 1.37 0.25-6.39
MMC Medio — MMC Sacro 2.00 0.157 0.41 0.08-1.62
MTR A2756G MMC Alto - MMC Medio 2.03 0.153 3.30 0.45-37.43
MMC Alto — MMC Sacro 0.08 0.776 1.38 0.12-71.91
MMC Medio — MMC Sacro 0.51 0.473 0.42 0.02 - 26.05
MTRR A66G MMC Alto - MMC Medio 0.01 0.952 0.95 0.14-5.12
MMC Alto — MMC Sacro 0.95 0.328 - 0.23*
MMC Medio — MMC Sacro 1.00 0.316 - 0.25*
MTHFD1 G1958A MMC Alto - MMC Medio 2.98 0.084 2.18 0.83-6.22
MMC Alto — MMC Sacro 0.29 0.587 1.46 0.27 - 6.70
MMC Medio — MMC Sacro 0.42 0.514 0.66 0.14 - 2.49
TCNIl C776G MMC Alto - MMC Medio 0.33 0.563 1.31 0.46-3.69
MMC Alto — MMC Sacro 0.08 0.777 1.22 0.26-7.92
MMC Medio — MMC Sacro 0.01 0.922 0.93 0.21-5.84
DHFR del19pb MMC Alto - MMC Medio 0.11 0.745 1.17 0.41 - 3.59
MMC Alto — MMC Sacro 2.79 0.095 4.00 0.52-32.21
MMC Medio — MMC Sacro 2.48 0.115 3.41 0.51-25.12
TYMS Rep28pb MMC Alto - MMC Medio 8.16 0.004 5.00 1.42 - 19.85
MMC Alto — MMC Sacro 2.89 0.089 3.80 0.59 - 24.26
MMC Medio — MMC Sacro 0.15 0.695 0.76 0.15-3.84
TYMS G>C MMC Alto - MMC Medio 0.15 0.702 1.33 0.23-8.17
MMC Alto — MMC Sacro 1.26 0.261 0.00 0.00 -3.55*
MMC Medio — MMC Sacro 1.66 0.197 0.00 0.00 -2.62*

P. Valor estadistico de la comparacién de las frecuencias genotipicas, por x° o PEF.
*No es posible establecer un intervalo de confianza exacto, debido a que existen en la comparacion valores de 0.
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Tabla 16. Comparacion de frecuencias genotipicas entre fenotipos de riesgo y el grupo control.

Variante Comparacion X P OR 1C95%
MTHFR C667T MMC Alto — Controles 3.42 0.064 2.16 0.90 - 5.60
MMC Medio — Controles 2.04 0.153 0.65 0.34-1.23
MMC Sacro — Controles 0.53 0.466 1.56 0.42 -7.22
MTR MMC Alto — Controles 0.01 0.992 0.99 0.22 - 3.40
A2756G MMC Medio — Controles 2.71 0.099 0.30 0.03-1.38
MMC Sacro — Controles 0.10 0.755 0.71 0.16 - 5.35
MTRR MMC Alto — Controles 0.52 0.473 1.70 0.25-9.01
A66G MMC Medio — Controles 0.81 0.367 1.77 0.40-7.91
MMC Sacro — Controles 0.57 0.451 0.00 0.00-7.11*
MTHFD1 G1958A MMC Alto — Controles 0.11 0.742 1.16 0.46 - 3.22
MMC Medio — Controles 3.93 0.047 0.53 0.27 - 1.05
MMC Sacro — Controles 0.14 0.708 0.79 0.22 - 3.65
TCNII MMC Alto — Controles 3.99 0.045 2.42 0.88 - 6.40
C776G MMC Medio — Controles 2.13 0.144 1.84 0.73-4.57
MMC Sacro — Controles 0.99 0.320 1.97 0.32 -8.37

P. Valor estadistico de la comparacién de las frecuencias genotipicas, por X* o PEF.
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Tabla 17. Comparacion de frecuencias genotipicas y de los alelos de los genotipos homocigotos entre los fenotipos de riesgo y el

grupo control.

2

Variante Comparacion X P OR 1C95%

MMC Alto - MMC Medio 15.04 0.0001 3.34 1.72 -6.63
MTHFR C667T

MMC Alto- Controles 6.84 *0.0089 2.15 1.17-4.11
MTHEDL G1O58A MMC Alto - MMC Medio 5.95 *0.0147 2.18 1.11-4.43

MMC Medio - Controles 7.85 *0.0051 0.53 0.33-0.85
TCNII C776G MMC Alto - Controles 7.98 *0.0047 2.42 1.21-4.73

MMC Alto - MMC Sacro 5.57 *0.0183 4.00 1.01-16.03
DHFR del19pb _

MMC Medio - MMC Sacro 4.97 *0.0258 3.41 0.95-12.70

MMC Alto- MMC Medio 16.31 0.0001 5.00 2.09-12.58
TYMS Rep28pb

MMC Alto- MMC Sacro 5.78 *0.0162 3.80 1.06 - 13.41

*A pesar de no alcanzar significancia estadistica, la variante MTR A2576G muestra una clara tendencia de riesgo, para los fenotipos que

involucran la regién toracica.
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7.3 Interaccion génica

Al realizar un analisis exhaustivo con las 6 variantes involucradas, la prueba de
MDR no mostro ningun resultado con nivel estadistico significativo (Tabla 18), por
este motivo se realizo un analisis forzado con cada una de las combinaciones

posibles que involucran de uno a cuatro variantes.

Tabla 18. Resultados del andlisis MDR exhaustivo en casos y controles.

Precisién Precisién

Modelo de deprueba CV Consistencia
orientacion (TA)

MTR A2756C 0.5384 0.508 7/10

MTRR A66G, MTHFD1 G1958A, 0.5756 0.508 5/10

MTHFR A1298C, MTRR A66G,

MTHED1 G1958A 0.6120 0.524 4/10

Los resultados del analisis forzado mostraron 20 posibles interacciones que

rodean el valor de significancia para este andlisis (TA= 0.60) (Tabla 19).

Se observa que la variante MTHFD1 G1958A se presenta en 14 interacciones,
interactuando con una mayor frecuencia con las variantes MTRR A66G (9
interacciones), MTHFR A1298C (8 interacciones) y TCNII C776G (6

interacciones).

Las combinacion de genotipos con un nivel cercano a la significancia que mas se
presenté fue: MTHFR A1298C - MTRR A66G- MTHFD1 G1958A, presentandose

en 4 ocasiones.
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Tabla 19. Combinaciones de genotipos que mostraron interacciones cercanas a la significancia del analisis MDR forzado.

Combinaciones TA p OR IC
MTHFRA1298C MTRA2756G 0.570 0.313 1.795 (1.250-2.576)
MTHFRA1298C MTRRAG66G 0.560 0.390 1.641 (0.528-5.092)
MTHFRA1298C MTHFD1G1958A 0.564 0.361 1.688 (0.546-5.215)
MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.568 0.335 1.731 (0.564-5.308)
MTHFRC667T MTRRA66G MTHFD1G1958A 0.558 0.411 1.595 (0.521-4.880)
MTHFRC667T MTRRAG66G TCNIIC776G 0.566 0.349 1.706 (0.555-5.240)
MTHFRA1298C MTRA2756G MTRRA66G 0.558 0.411 1.597 (0.521-4.890)
MTHFRA1298C MTRA2756G MTHFD1G1958A 0.582 0.224 2.077 (0.633-6.809)
MTHFRA1298C MTRA2756G TCNIIC776G 0.554 0.437 1.566 (0.503-4.871)
MTHFRA1298C MTRRA66G MTHFD1G1958A 0.582 0.246 1.939 (0.630-5.971)
MTRA2756G MTRRA66G MTHFD1G1958A 0.564 0.351 1.728 (0.544-5.484)
MTRAZ2756G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.556 0.427 1571 (0.513-4.806)
MTRRA66G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.550 0.479  1.493 (0.490-4.553)
MTHFRC667T MTHFRA1298C  MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.588 0.212 2.040 (0.660-6.302)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.568 0.336 1.729 (0.564-5.295)
MTHFRC667T MTRA2756G MTRRA66G TCNIIC776G 0.602 0.113 2.488 (0.797-7.761)
MTHFRC667T MTRRAG66G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.566 0.348 1.707 (0.555-5.248)
MTHFRA1298C MTRA2756G MTRRA66G MTHFD1G1958A 0.568 0.331 1.747 (0.564-5.412)
MTHFRA1298C MTRA2756G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.574 0.293 1.823 (0.591-5.619)
MTHFRA1298C MTRRA66G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.602 0.146  2.315 (0.739-7.255)

Los resultados de todas las combinaciones analizadas se muestran en el Anexo |.
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7.4 Andlisis de desequilibrio de transmision

La prueba de desequilibrio de transmision fue realizada con el fin de determinar si

existe una transmisién de tipo preferencial de alguno de los alelos en estudio.

Al analizar cada una de las variantes en estudio, no se encontraron resultados que

indicaran la transmision preferencial de alguno de los alelos (Tabla 20).

Tabla 20.Resultados del analisis de desequilibrio de transmision para cada una de las

variantes en estudio.

Variante TI x P
MTHFR T667C 228 2.53 0.11
MTHFR A1298C 111 2.02 0.15
MTR A2576G 179 2.46 0.11
MTRR A66G 149 4.19 0.04
MTHFD1 G1958A 234 0.01 0.89
TCN2 C776G 198 0.98 0.31
DHFR del19 284 0.12 0.72
TYMS Repetidos 287 0.17 0.68
TYMS G>C 338 0.26 0.87

TI: Transmisiones informativas.
x*: Resultado del andlisis de chi cuadrada.

P: Valor estadistico de la prueba de desequilibro de transmision.

De igual forma se realiz6 el andlisis TDT para cada uno de los fenotipos de MMC

que involucra el estudio (Tabla 21), sin encontrar un resultado estadisticamente

significativo en ninguna de las comparaciones.
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Tabla 21. Resultados del analisis de desequilibrio de transmisién de las variantes del metabolismo de los folatos para los fenotipos
en estudio.

Fenotipo

Variante Toracico Toracolumbar Lumbar Lumbosacro Sacro

x P x P L P L P © P
MTHFR T667C 1.52 0.21 0.03 0.86 0.69 0.40 060 043 066 041
MTHFR A1298C 2.00 0.15 1.66 0.19 0.29 0.59 1.52 0.21 0.00* 0.00*
MTR A2576G 2.00 0.15 0.80 0.37 1.52 0.21 350 006 022 0.63
MTRR A66G 0.12 0.72 2.33 0.12 0.75 0.38 3.76 005 0.09 0.76
MTHFD1 G1958A 0.21 0.64 0.61 0.43 0.13 0.70 0.05 081 0.14 0.70
TCN2 C776G 0.02 0.87 0.00 1.00 0.29 0.58 1.42 0.23 0.18 0.66
DHFR del19 0.01 0.90 0.02 0.87 0.12 0.72 0.00 100 231 0.12
TYMS Repetidos 0.05 0.80 2.77 0.09 0.11 0.73 1.38 0.23 0.12 0.72
TYMS G>C 0.90 0.63 6.56 0.04 0.11 0.94 1.69 042 082 0.66

¥*: Resultado del analisis de chi cuadrada.
P: Valor estadistico de la prueba de desequilibro de transmision.
*No pudo realizarse el analisis, debido a que no se presentaron las transmisiones informativas, minimas requeridas.
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8. DISCUSION
En este estudio se analizaron 250 trios familiares compuestos por un individuo
afectado por MMC y sus progenitores. El andlisis consistiéo en la genotipificacion
de los individuos para las variantes MTHFR C667T, A1298C, MTRR A66G, MTR

A2576G, MTHFD1 G1958A, TCNII C776G.

MTHFR C667T A1298C

En lo que corresponde a la variante MTHFR C667T, al genotipificar a los
individuos con MMC, se obtuvieron las frecuencias de 18.40% 51.60% y 30.00%
para los genotipos CC, CT y TT respectivamente, con una frecuencia alélica de
0.44 para el alelo C y 0.56 para el alelo T. Este resultado nos indica que la
variante C667T presenta una alta frecuencia en la poblacién en estudio, lo cual
coincide con lo reportado por Mutchinick (1999), quien reportdé en una poblacién
mestiza, conformada por 250 mujeres en edad reproductiva, reclutadas de nueve
hospitales, localizados en diferentes estados de Meéxico, una frecuencia del
genotipo 667TT del 34.8%, con una frecuencia alélica de 0.58 del alelo T.
Considerando la alta prevalencia de DTN que se presenta en la poblacién
mexicana, ademas de las alteraciones bioquimicas y moleculares que tiene el
genotipo TT sobre la enzima MTHFR, se podria suponer que la alta frecuencia de

esta variante estaria relacionada con el riesgo a DTN en la poblacién mexicana.

Al realizar la comparacion de las frecuencias genotipicas, entre los individuos
afectados por MMC y el grupo control, conformado por recién nacidos sanos, no

se encontro diferencia estadistica significativa, ya que el grupo control presento
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una frecuencia genotipica muy similar al grupo de casos (18.80% CC 30.00% TT).
Este resultado nos indica que el genotipo 667TT, en el producto, no representa un
factor de riesgo para MMC, lo cual resulta contrastante con lo reportado en otros
estudios de distintas poblaciones, donde relacionan la presencia de la variante,
tanto en el producto, como en la madre, con un incremento en el riesgo de DTN
(Shaw et al. 1998, Christensen et al. 1999, Botto et al. 2000, Volcik et al. 2003,
Vollset et al. 2005, Amorim et al. 2007, Shaw et al. 2009, Yan et al. 2012), asi
como también con los estudios realizados en poblacién mexicana, en los cuales se
sefala que el genotipo 667TT representa un factor de riesgo para anencefalia
(Blanco-Mufioz et al. 2007), ademas de modificar los niveles de homocisteina y
folato en mujeres portadoras, lo cual representa un factor de riesgo para DTN
(Lascafa et al. 2012). Las discrepancias encontradas con los estudios realizados
en la poblacion mexicana podrian deberse al tipo de DTN estudiado. Por lo que
podriamos asumir que el genotipo homocigoto de esta variante es un factor de

riesgo en la poblacion mexicana para anencefalia, pero no para MMC.

Al analizar la frecuencia de la variante MTHFR C667T en relacion a la altura de la
lesion del MMC, se observéd que la presencia de la variante C667T predomina en
los casos de MMC Toracico y Toracolumbar (frecuencia alélica 0.63 y 0,64
respectivamente), siendo el fenotipo Toracolumbar el que presenta la mayor
frecuencia del genotipo 667TT (40.54%). Al realizar la comparacion de las
frecuencias genotipicas entre los diferentes grupos de MMC y el grupo control, no
se observo diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los casos, sin

embrago, al comparar las frecuencia de la clasificacion por gravedad se observo
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un valor cercano a la diferencia estadistica al comparar el grupo de MMC Alto, con
MMC Medio (x°= 7.52 P= 0.006 OR= 3.34 IC95%= 1.29-9.15). Este resultado nos
indica la existencia de una posible relacion entre la presencia del genotipo 667TT
y el MMC en el area torécica, por lo que mediante estos resultados, es posible
especular que la presencia del genotipo 667TT en el producto, representa un

factor de riesgo para desarrollar las formas de MMC de mayor gravedad.

La variante MTHFR A1298C resulté ser muy poco frecuente en la poblacion en
estudio, presentando una frecuencia del alelo C de 0.13. Las frecuencias
genotipicas observadas en los individuos afectados por MMC fueron 74.80%,
24.40% y 0.80% para los genotipos silvestre, heterocigoto y homocigoto mutante
respectivamente. Esta frecuencia varia con la reportada por Guéant-Rodriguez,
para la poblacion mexicana, ya que en sus resultados se muestra una frecuencia
del 2% para el genotipo 1298CC, con una frecuencia de 0.147 para el alelo C.
Esta variacion puede explicarse debido a las diferencias entre las poblaciones en
estudio, ya que mientras la poblacién utilizada para el estudio de Guéant-
Rodriguez, consisti6 de individuos sanos, residentes de la ciudad de México, en
nuestro estudio la poblacién fue conformada por individuos afectados por MMC y
sus progenitores, procedentes de quince diferentes estados de la Republica
Mexicana. Por lo tanto, la diversidad geografica de nuestra poblacién en estudio,
puede ser la causa de variacion a las frecuencias previamente reportadas. De
manera interesante, la frecuencia del genotipo 1298CC se asemeja a la reportada
por Guéant-Rodriguez, cuando solo se toma en cuenta a los padres de los

afectados (2.4% para madres y 4.4% para padres con una frecuencia alélica de
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0.14 y 0.15 respectivamente). Tomando en cuenta que los padres de los afectados
pueden considerarse individuos sanos, las diferencias entre frecuencias de
individuos sanos reportados e individuos con MMC, podrian ser un indicador de
que la variante A1298C esta relacionada con el MMC, para la poblacién mexicana,
presentandose en mayor medida en individuos sanos, lo que significaria que
representa un factor de proteccion. Sin embargo, al realizar la comparacion de
frecuencias entre los individuos afectados y su grupo control correspondiente, no
se encontr6 evidencia estadistica que soportara la teoria anterior. Esto concuerda
con lo reportado en otras poblaciones del mundo, donde la variante MTHFR
A1298C no representa un factor de riesgo para DTN, pero difiere con lo reportado
por Gonzalez-Herrera (2007), quien sefialoé al genotipo 1298CC como un factor de
riesgo materno para espina bifida, en un estudio realizado en poblacion mexicana,
del estado de Yucatan. La diferencia de resultados, entre el presente estudio y el
arriba mencionado, radica en el andlisis realizado, ya que mientras Gonzalez-
Herrera determind y comparé la frecuencia de la variante MTHFR A1298C, entre
madres con hijos afectados por espina bifida y un grupo control conformado por
madres con hijos sanos del estado de Yucatan, con el fin de determinar si esta
variante representa un factor de riesgo materno, nuestro estudio se centré en
encontrar si esta variante representa un factor de riesgo cuando se encuentra en
el genotipo del producto, usando una poblacion de individuos afectados e

individuos sanos de quince diferentes estados de la Republica Mexicana.

De manera similar el analisis de TDT no mostrd una transmision preferencial, asi

como tampoco la correlacion entre genotipo y la altura de la lesion, mostré6 una
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diferencia estadisticamente significativa. Por lo que se puede concluir que la
variante MTHFR A1298C no representa un factor de riesgo individual para MMC

en la poblacion mexicana.

MTR A2756G

MTR A2756G no se encontr6 con gran frecuencia en nuestra poblacion,
observandose en los casos solo el 2.80% de individuos con genotipo 2756GG,
ademas de una frecuencia alélica de 0.20. Estos datos no difieren de la frecuencia
reportada en otras poblaciones del mundo (Sharp et al. 2004, Fredriksen et al.

2007, van der Put et al. 1997, Theodoratou et al. 2008).

Al comparar las frecuencias genotipicas obtenidas en el grupo de casos con las de
su grupo control no se encontrd una diferencia estadistica que pudiera servir como
evidencia de una asociacion entre la variante MTR A2756G y el MMC, este
resultado se suma al grupo de estudios que no han logrado encontrar alguna
asociacion entre la variante y el riesgo a DTN, (Al Farra 2010, Candito et al. 2008,
O Leary et al. 2005, Ouyang et al. 2013), pero contradice otras investigaciones
(Zhu et al. 2003, Doolin et al. 2002, Guéant-Rodriguez et al. 2003), en las cuales
se reporta una asociacion entre la presencia de la variante y el incremento en el
riesgo a DTN. La diferencia de resultados entre este trabajo y los reportes de
Doolin y Guéant-Rodriguez puede deberse a las poblaciones analizadas, ya que
para estos ultimos estudios se utilizé poblacion caucasica residente de los Estados
Unidos y poblacion Italiana respectivamente, las cuales difieren genéticamente de

la poblacion mexicana analizada en nuestro trabajo. Por otra parte el estudio de
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Zhu et al. (2003) fue realizado en una poblacion mexicana, residente de la frontera
entre México y Texas. En este estudio se reportaron frecuencias genotipicas
similares a las encontradas en nuestra poblacion (62.40% AA, 34.80% AG, 2.80%
GG), encontrando una asociacion entre esta variante y el riesgo a DTN. La
diferencia de resultados entre este ultimo estudio y el nuestro, puede deberse a la
diferencias de la muestra poblacional, ya que en el estudio realizado en la frontera
México-Texas se incluyeron individuos con espina bifida y anencefalia, mientras
gue en nuestro estudio solo se tomaron en cuenta individuos con espina bifida,
especificamente MMC, ademas es importante tomar en cuenta la diferencia entre
los factores ambientales a los que estdn sometidos ambas poblaciones. Por lo
tanto, esta conformacion poblacional, asi como la exposicion a distintos factores
ambientales, podria ocasionar un incremento en la frecuencia de la variante MTR
A2756G en el grupo de casos del estudio de Zhu, lo que se reflejaria en una

diferencia estadisticamente significativa al momento de realizar el andlisis.

MTRR A66G

El andlisis de la variante MTRR A66G mostré una baja frecuencia del genotipo
66GG en la poblacion de individuos afectados con MMC (3.20%), ademas de una
baja frecuencia alélica (0.17 alelo G). Estos resultados son discordantes a lo
reportado en la poblacion mexicana por Shi (2003), quien determiné una
frecuencia alélica de 0.21 para el alelo G con un 6% de individuos homocigotos

GG. Las altas frecuencias encontradas en el dltimo estudio pueden explicarse por
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el tamafo poblacional, debido a que para esa investigacion solo se tomaron en
cuenta 50 individuos. Al comparar las frecuencias genotipicas de nuestro grupo
de casos con el grupo control correspondiente no se encontré que existiera una
diferencia estadisticamente significativa, lo cual contrasta con los resultados
previamente reportados en una poblacibn mexicana, residente de la frontera
México-Texas (Zhu et al. 2003). Como se explicé en parrafos anteriores, es
posible que esta variacion en los resultados sea debido a la conformacion de la
poblacién en estudio y a la diferente exposicion de factores ambientales a las que
estdn sometidas ambas poblaciones. Por otra parte no se encontré diferencia
estadisticamente significativa en la comparacion de frecuencias genotipicas de los
diferentes fenotipos analizados, por lo que no se considera que la variante MTRR

AG66G represente un factor de riesgo individual para MMC.

MTHFD1 G1958A

Debido a la importancia que tiene la enzima MTHFDL1 para la sintesis de ADN, se
ha considerado que la presencia de polimorfismos en el gen MTHFD1, pueden ser
factores de riesgo de diversas enfermedades, entre ellas MMC.

Al analizar la poblacién en estudio, se observd una frecuencia de 39.60% de
homocigotos MTHFD1 1958AA, con una frecuencia alélica de 0.62 para el alelo A.
Estos porcentajes muestran, que en la poblacion en estudio, la variante G1958A

se presenta en gran frecuencia. Estos datos resultan distintos a los reportados en
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la poblacién caucasica, donde esta variante se presenta en un rango de 15% a
21% dependiendo de la localizacion geografica de la poblacion.

Debido a la alta prevalencia de DTN reportada en la poblacion mexicana, se
podria considerar que la frecuencia en la que se presenta esta variante representa
un factor de riesgo para estas malformaciones. Sin embargo el analisis de
comparacion de frecuencias genotipicas no mostro la existencia de una diferencia
estadisticamente significativa que pudiera relacionar la presencia de la variante
MTHFD1 G1958A con un incremento al riesgo de MMC. Al revisar lo reportado en
otras poblaciones del mundo, respecto a la asociacién de esta variante con DTN,
podemos indagar que la poblacion mexicana no es susceptible al efecto que
pudiera tener esta variante sobre el riesgo a tener un embarazo afectado por DTN,
como se ha reportado en las poblaciones de Irlanda e Italia, donde la presencia de
esta variante tanto en el fenotipo materno, como en el producto incrementa el
riesgo a DTN. La explicacion a esta disparidad de resultados puede atribuirse a la
variacion genética existente entre las poblaciones estudiadas.

De manera similar al andlisis de frecuencias genotipicas, entre casos y controles,
no se encontré ninguna asociacion al comparar las frecuencias obtenidas en los
diferentes fenotipos de MMC, por lo cual, asumimos que la presencia de la

variante MTHFD1 G1958 no representa ningun factor de riesgo para DTN.
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TCNII C776G

En relacion al trasportador de cobalamina, se ha destacado su importancia, debido
a que la vitamina B12 funciona como cofactor para la remetilacion de
homocisteina, el cual es un paso importante en el ciclo de metilacion. Se ha
observado un déficit de vitamina B12 en madres de hijos con DTN, esta deficiencia
puede atribuirse a una mala ingesta de vitamina B12 o bien a alteraciones en su
transporte. Por este motivo se cree que la presencia de variantes genéticas en el
gen TCNII puede incrementar el riesgo a DTN.

Al realizar la genotipificacion y analisis de los respectivos genotipos, para la
variante TCNIl C776G, obtuvimos una frecuencia de 10.00% de individuos con
genotipo 776GG, ademas de una frecuencia alélica de 0.33. Esta frecuencia de
homocigotos encontrada es menor al 17.60% reportado anteriormente en
poblacién mexicana (Guéant et al. 2007). Esta variacion puede ser explicada por
la diferente distribucion geografica de las poblaciones, ya que el estudio realizado
por Guéant conté con una muestra centralizada, conformada en su totalidad por
individuos cuya residencia estaba en la Ciudad de México o su periferia, mientras
tanto, para nuestro estudio, la poblacién conto con individuos de 15 diferentes
estados de la Republica Mexicana.

A pesar de la importancia de la enzima TCNII, a la cual codifica este gen, y los
posibles efectos conocidos que podrian ocasionar una disfuncién de esta misma,
al realizar la comparacion de frecuencias genotipicas entre los grupos de casos y
controles, no se encontrd evidencia estadistica sobre una posible asociacion entre
la variante TCNIl C776G y el incremento en el riesgo para DTN. Mediante este

resultado podemos asumir que la poblacion mexicana es diferente a las
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poblaciones de Polonia y la India, ya que en estas dos ultimas, se ha reportado
que la presencia de la variante C776G representa un factor de riesgo para DTN,
cuando se encuentra en estado homocigoto, en el genotipo materno. Cabe
mencionar que en ambas poblaciones se reportaron junto con la variante bajos
niveles de vitamina B12, especialmente en la poblacion India, donde la
alimentacion es principalmente vegetariana, lo cual nos indica que esta variante
puede interactuar con factores ambientales, como lo es la alimentacion, para asi
incrementar el riesgo a defectos del tubo neural.

En el andlisis de correlacion fenotipo-genotipo tampoco demostrd algun tipo de
asociacion entre la variante TCNII C776G y la altura de la lesion de MMC. Por lo
cual, con los resultados obtenidos, se asume gue no existe una asociacion entre la
variante C776G como factor de riesgo individual y el MMC en la poblacion

mexicana.

DHFR del19pb y TYMS Rep28pbG>C

A pesar de no contar con un grupo control apropiado para realizar la comparacion
de frecuencias de las variantes DHFR dell9pb y TYMS Rep28pbG>C, se
obtuvieron resultados interesantes para el resto de los analisis, en especifico para
las variantes de TYMS.

El analisis de correlacion fenotipo-genotipo mostro un resultado, que a pesar de no
alcanzar la significancia estadistica,nos sugiere que el genotipo homocigoto de 3
repeticiones para TYMS podria estar relacionado con el desarrollo de las formas
mas graves de MMC. Este resultado resulta contradictorio con lo reportado en

antiguas investigaciones, donde se reporta al genotipo homocigoto para el alelo de
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2 repeticiones como un factor de riesgo para DTN en poblacién caucasica (Volcick
et al. 2003).

La diferencia de nuestros resultados con los reportados en otras investigaciones
radican en la poblacion en estudio, ya que las poblaciones caucasicas y
mexicanas difieren en su composicion genética, teniendo esta ultima un linaje
mestizo de las poblaciones amerindia e hispanica, por lo que podria suponerse
qgue el genotipo homocigoto 3C para la variante TYMS Rep28pbG>C representa
un factor de riesgo para formas graves de MMC para la poblacion mexicana en
especifico.

Sin embargo, es necesario realizar este analisis en presencia de un grupo control
sano, con el fin de realizar un analisis mas completo, que permita confirmar la
funcién de la variante TYMS Rep28pbG>C, como un factor de riesgo para MMC

en la poblacién mexicana.

Es posible que debido al tamafio de muestra, utilizado para este estudio, no se
hayan encontrado algunas asociaciones entre las variantes y el riesgo a DTN. Por
ese motivo se realizé una comparacion entre los individuos clasificados por la
gravedad de su genotipo y el grupo control, utilizando el numero de alelos de la
frecuencia reportada por los genotipos homocigotos a cada variante. De manera
interesante, se observdo que mediante esta comparacion, que simula doblar el
tamafo de muestra, las variantes MTHFR C667T, MTHFD1 G1958A,TCNIl
C776G,DHFR dell9pb y TYMS Rep28p mostraban valores cercanos a la
significancia estadistica al comparar los grupos de riesgo entre si, y con el grupo

control. Este resultado nos deja ver la existencia de asociaciones que podrian ser
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encontradas en futuros estudios, con un mayor tamafio poblacional, o cual nos
permitiria obtener mayor informacion que nos ayude a comprender mejor la

etiologia del MMC.

Andlisis de interaccion génica

En lo que corresponde a los analisis de interaccion génica realizados por el
software MDR, no se encontrd ninguna interaccion, con un valor estadisticamente
significativo, que representara un riesgo para el MMC, al realizar un andlisis
exhaustivo con todas las variantes en estudio.

Sin embargo al realizar el andlisis forzado para todas las combinaciones posibles
de genotipos, que involucraran hasta cuatro variantes, se observaron 20 posibles
interacciones que se acercaban al valor de significancia establecido.

De estas interacciones, la variante MTHFD1 G1958A se present6 en 14 de ellas,
interactuando en mayor proporcién con las variantes MTHFR A1298C, MTRR
A66G y TCNII C776G, siendo la interaccion de estas 4 variantes la que mostr6 un
alto nivel cercano a la significancia estadistica del andlisis (TA= 0.602)

Tomando en cuenta la funcion de las proteinas codificadas por estos genes,
podemos deducir la importancia que tendria, en el proceso de formacion del tubo
neural, una deficiencia multiple de estas enzimas, ocasionada por la presencia de
estos polimorfismos.

El curso normal del metabolismo de los folatos puede ser alterado al verse
afectada la funcion primordial de la enzima TCNII, encargada del transporte de
vitamina B12 al interior de la célula, ya que al reducirsela disponibilidad de esta

vitamina, en combinacidn con una actividad enzimatica reducida de MTRR, debido
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a la presencia del polimorfismo MTRR A66G,la actividad enzimética de MTR se
veria afectada al verse desprovista de su cofactor, debido a deficiencias tanto del
transporte, como la activacion de la vitamina B12, ocasionando asi una falla en el
proceso de remetilacion de homocisteina.

Sumado a esto, se ha reportado que la presencia de la variante MTHFR C667T en
estado homocigoto, o bien formando un heterocigoto compuesto junto con la
variante MTHFR A1298C, puede reducir la actividad de la enzima MTHFR, la cual
realiza la funciébn de reducir el compuesto 5-10 MetilenTHF, generando 5-
MetilTHF, para que este ultimo funcione como donador de grupos metilo para la
remetilacion de homocisteina.

Por su parte, la enzimaC1-THF, la cual es codificada por el gen MTHFD1,
desarrolla una funcién primordial en el metabolismo de los folatos, siendo una
proteina capaz de catalizar tres reacciones distintas. Su dominio Formil-
Tetrahidrofolato-Sintetasa (FTHF) es el encargado de sintetizar, a partir de formato
y tetrahidrofolato, el compuesto 10-formil-THF, el cual puede servir como cofactor
para la sintesis de purinas, o bien puede ser deshidratado y reducido por los
dominios Metenil-Tetrahidrofolato-Ciclohidrolasa (MTHFC) y 5-10 Metilen-
Tetrahidrofolato-Deshidrogenasa (MTHFD) de la enzima C1-THF, para formar 5-
10 Metilen-THF e incorporarse a la biosintesis de timidilato y metionina. Por lo que
una disminucion en la actividad de esta proteina, podria causar deficiencias en
procesos de suma importancia para el desarrollo embrionario, como son la sintesis
y metilacion de ADN.

Considerando los antecedentes reportados, sobre la funcion de las enzimas

metabolizadoras de los folatos, ademas de la evidencia estadistica, obtenida en

88



este estudio, sobre una posible interaccion entre las variantes presentes en los
genes codificadores de estas enzimas, proponemos un modelo de interaccion
entre las variantes MTHFR C667T,MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G,
MTHFD1 G1958A y TCNIl C776G, en el cual, al encontrarse estas variantes en
conjunto, en el genotipo del producto, podria darse una alteracién en el correcto
desarrollo del ciclo, debido a una disminucién en la actividad de sus respectivas
enzimas, provocando una disminucion en los niveles de vitamina B12, asi como de
cofactores importantes para el desarrollo del ciclo, como lo son 10-Formil-THF, 5-
10-Metilen-THF y 5-Metil-THF, la cual podria verse reflejada con un aumento en
los niveles de homocisteina, pudiendo este conjunto de eventos provocar
deficiencias en los procesos de sintesis y metilacion de ADN en etapas tempranas
del desarrollo embrionario, predisponiendo asi a la ocurrencia de MMC.

Sin embargo es necesario realizar mas investigacion al respecto, con el fin de
obtener evidencia que resulte contundente y permita explicar de una manera mas
amplia y detallada la etiologia del MMC.

Por este motivo se espera que en futuras investigaciones relacionadas al tema,
sea posible ampliar la muestra poblacional, para que de esta forma se pueda tener
un mayor poder estadistico, asi como la realizaciéon de analisis de expresion y
metilacion, que nos permitan obtener informacién que contribuya a la generacion
de conocimiento, para crear de esta forma un panorama mas amplio, que nos
brinde la posibilidad de entender mas sobre las causas genéticas que predisponen

al MMC.
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Es importante mencionar que el incremento en el riesgo para MMC puede deberse
a una serie de factores ambientales y nutricionales en interaccion con la
predisposicidn genética. En épocas recientes se ha estudiado a profundidad la
relacion del acido folico con los DTN, encontrando que una fortificacion
periconcepcional reduce hasta en un 50% el riesgo para estas malformaciones
(Smithells et al. 1981, Bower et al. 1989, Czeizel et al. 1992, De-Regil et al. 2010).
Por tal motivo las autoridades de los Estados Unidos comenzaron en 1992 una
campana de informacién recomendando a las mujeres en edad reproductiva
consumir 400 ug de acido fdlico diariamente. En 1998 “La Administracion de
Alimentos y Medicamentos” comenzé una campafia de fortificacion en todos los
alimentos a base de cereales, suplementando con 140 ug de acido félico cada 100
gr de cereal. A partir de esta medida se ha reportado una disminuciéon de 11%-
20% en la ocurrencia de anencefalia y una disminucion de 21%-34% en la
ocurrencia de espina bifida (Honein et al. 2001). Por su parte en México se
implement6 el programa de suplementacion con acido félico a mujeres en edad
reproductiva en el afio 2003. Sin embargo diversos estudios han reportado que la
suplementacién con acido félico no presenta ningun beneficio para la poblaciéon
mexicana que habita en la frontera con Estados Unidos (Harris et al. 1995, Suarez
et al. 2000), mientras que un estudio realizado en Nuevo Ledn, afirma que los
nacimientos con DTN se vieron reducidos en un 50% después de dos afos de
iniciado un programa de fortificacion en la regiéon (Martinez et al. 2002). Esta
diferencia de resultados nos indica, que si bien la suplementacion
periconcepcional con acido folico puede disminuir la ocurrencia de DTN, existen

otros nutrientes, participantes en la via metabolica de los folatos, que podrian
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modificar el riesgo de que se presenten este tipo de malformaciones, siendo un
ejemplo de estos, la asociacion de DTN con los bajos niveles de vitamina B12.
Esta asociacion ha sido reportada en poblaciones de la India (Godbole et al.
2011), donde se presenta una frecuencia de DTN de 11.4 por cada 1000
nacimientos. A diferencia de las poblaciones americanas, la poblacion de la India
adquiere altos niveles de folato a través de su dieta, sin embargo, al ser esta una
dieta vegetariana, carecen de la ingesta de vitamina B12, la cual se obtiene de
alimentos de origen animal (Godbole et al. 2011), por lo tanto, la suplementacion
necesaria en esta poblacion, diferiria de la utilizada en los Estados Unidos y
México, dejandonos ver que el riesgo de DTN diferiria entre las poblaciones segun
sus habitos alimenticios.

Tomando en cuenta esto, es posible que el efecto de las variantes de las enzimas
metabolizadoras de folatos, se vea modificado entre poblaciones como resultado
de una interaccion con los niveles de nutrientes adquiridos a través de la dieta. Lo
cual explicaria que la presencia de variantes en el gen TCNII represente un factor
de riesgo en poblaciones de la India, donde la dieta es pobre en vitamina B12,
pero no en la poblacion estadounidense o mexicana donde se consumen altos
niveles de esta vitamina, o bien, que la presencia de variantes en los genes MTRR
y MTR no represente un factor de riesgo para DTN en la poblacion mexicana
residente en México, debido a la ingesta frecuente de acido félico a través del
consumo de legumbres, mientras si lo es para la poblacion mexicana residente de

los Estados Unidos, cuya dieta carece de este nutriente.
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9. CONCLUSIONES

En la poblacion en estudio se reporta una alta frecuencia alélica de las variantes
MTHFR C667T, MTHFD1 G1958A, DHFR dell9pb y TYMS rep28pb G>C en

comparacién con las poblaciones europeas y caucasicas.

Las variantes MTHFR C667T, A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, MTHFD1
G1958A, TCNII C776G no representan un factor de riesgo individual para MMC,
en esta muestra de pacientes mexicanos, correspondiente a 15 estados de la

Republica Mexicana.

La variante MTHFR C667T presenta un resultado cercano al nivel de
significancia propuesto, lo cual sugiere una posible relacién con el MMC de tipo
toracico y toracolumbar, lo que podria significar que la presencia de esta

variante esta ligada a las formas mas graves de MMC.

Los resultados del analisis MDR muestran la posible existencia de una
interaccion entre las variantes MTHFR C667T,MTHFR A1298C, MTRR A66G,
MTR A2756G, MTHFD1 G1958A y TCNII C776G. La cual puede resultar en la
interrupcion del ciclo de metilacién y sintesis de ADN en etapas embrionarias

tempranas.
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Es necesario que se realicen mas investigaciones relacionadas con la asociaciéon
de variantes genéticas en el ciclo de los folatos y el MMC, ya que como se
demostrd, realizando la comparacion de frecuencias, tomando en cuenta el
namero de alelos, es posible observar la presencia de nuevas asociaciones

cuando el tamafo de muestra es incrementado.
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ANEXO |

Resultados del andlisis MDR para las combinaciones posibles, de dos hasta

cuatro variantes. Se observan en negritas los valores de TA cercanos a la

significancia estadistica.

Combinacion TBA p OR IC
MTHFRC667T MTHFRA1298C 0.428 0.308 0.559 (0.182-1.716)
MTHFRC667T MTRA2756G 0.486 0.842 0.893 (0.294-2.714)
MTHFRC667T MTRRAG66G 0.514 0.838 1.126 (0.358-3.536)
MTHFRC667T MTHFD1G1958A 0.452 0.496 0.678 (0.222-2.074)
MTHFRC667T TCNIC776G 0.466 0.622 0.751 (0.241-2.345)
MTHFRA1298C MTRA2756G 0.570 0.313 1.795 (1.250-2.576)
MTHFRA1298C MTRRAG66G 0.560 0.390 1.641 (0.528-5.092)
MTHFRA1298C MTHFD1G1958A 0.564 0.361 1.688 (0.546-5.215)
MTHFRA1298C TCNIIC776G 0.514 0.840 1.122 (0.363-3.467)
MTRA2756G MTRRA66G 0.478 0.755 0.838 (0.276-2.544)
MTRAZ2756G MTHFD1G1958A 0.522 0.750 1.202 (0.386-3.744)
MTRA2756G TCNIIC776G 0.532 0.636 1.322 (0.414-4.225)
MTRRAG6G MTHFD1G1958A 0.568 0.335 1.731 (0.564-5.308)
MTRRA66G TCNIIC776G 0.486 0.842 0.892 (0.292-2.724)
MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.502 0.976 1.017 (0.323-3.198)
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Combination TBA p OR IC
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRA2756G 0.530 0.670 1.273 (0.418-3.879)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRRA66G 0.502 0.977 1.016 (0.328-3.143)
MTHFRC667T MTHFRA1298C THFD1G1958A 0.530 0.669 1.274 (0.417-3.893)
MTHFRC667T MTHFRA1298C TCNIIC776G 0.506 0.932 1.049 (0.345-3.188)
MTHFRC667T MTRA2756G MTRRAG66G 0.522 0.753 1.197 (0.389-3.678)
MTHFRC667T MTRA2756G MTHFD1G1958A 0.534 0.628 1.318 (0.430-4.035)
MTHFRC667T MTRA2756G TCNIIC776G 0.542 0.552 1.400 (0.460-4.260)
MTHFRC667T MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.558 0.411 1.595 (0.521-4.880)
MTHFRC667T MTRRA66G TCNIC776G 0.566 0.349 1.706 (0.555-5.240)
MTHFRC667T  THFD1G1958A  TCNIIC776G 0.498 0.977 0.984 (0.324-2.983)
MTHFRA1298C MTRA2756G MTRRAG66G 0.558 0.411 1.597 (0.521-4.890)
MTHFRA1298C MTRA2756G THFD1G1958A 0.582 0.224 2.077 (0.633-6.809)
MTHFRA1298C MTRA2756G TCNIIC776G 0.554 0.437 1.566 (0.503-4.871)
MTHFRA1298C MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.582 0.246 1.939 (0.630-5.971)
MTHFRA1298C MTRRAG66G TCNIIC776G 0.514 0.835 1.131 (0.353-3.618)
MTHFRA1298C MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.532 0.650 1.293 (0.425-3.935)
MTRA2756G MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.564 0.351 1.728 (0.544-5.484)
MTRA2756G MTRRA66G TCNIIC776G 0.510 0.887 1.083 (0.357-3.284)
MTRA2756G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.556 0.427 1.571 (0.513-4.806)
MTRRAG66G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.550 0.479 1.493 (0.490-4.553)
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Combinaciones TBA p OR IC
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRA2756G MTRRAG66G 0.510 0.881 1.093 (0.339-3.518)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRA2756G MTHFD1G1958A 0.538 0.590 1.356 (0.445-4.129)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRA2756G TCNIIC776G 0.546 0.510 1.459 (0.472-4.509)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.588 0.212 2.040 (0.660-6.302)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTRRA66G TCNIIC776G 0.528 0.692 1.251 (0.412-3.802)
MTHFRC667T MTHFRA1298C MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.568 0.336 1.729 (0.564-5.295)
MTHFRC667T MTRA2756G  MTRRA66G MTHFD1G1958A 0.546 0.515 1.446 (0.475-4.405)
MTHFRC667T MTRA2756G  MTRRAG66G TCNIIC776G 0.602 0.113 2.488 (0.797-7.761)
MTHFRC667T MTRA2756G  MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.510 0.887 1.083 (0.357-3.283)
MTHFRC667T MTRRA66G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.566 0.348 1.707 (0.555-5.248)
MTHFRA1298C MTRA2756G  MTRRAG66G MTHFD1G1958A 0.568 0.331 1.747 (0.564-5.412)
MTHFRA1298C MTRA2756G  MTRRA66G TCNIIC776G 0.534 0.628 1.318 (0.430-4.042)
MTHFRA1298C MTRA2756G  MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.574 0.293 1.823 (0.591-5.619)
MTHFRA1298C MTRRA66G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.602 0.146 2.315 (0.739-7.255)
MTRA2756G MTRRAG6G MTHFD1G1958A TCNIIC776G 0.542 0.546 1.416 (0.456-4.393)
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