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RESUMEN

Este es el primer estudio de prevalencia del polimorfismo de C677T del gen de la
enzima (MTHFR), que se realiza en Nicaragua. El 5,10-methilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) es uno de la mas importantes enzimas para el metabolismo del
folato. El polimorfismo C677T del MTHFR disminuye la actividad de esta enzima y
puede estar asociado con una hiperhomocisteinemia leve a moderada en
homocigotos, especialmente cuando hay deficiencias de acido folico, como en las
enfermedades cardiovasculares. Se determiné la prevalencia  del genotipo,
frecuencia alélica y génica para la mutacion C677T del gen de la enzima en una
poblacion nicaragiiense para establecer bases para investigaciones posteriores con
patologias asociadas con el polimorfismo. Se analiz6 150 muestras de ADN de
estudiantes procedentes de quince departamentos de Nicaragua. Con el uso del
método de PCR el polimorfismo fue detectado y a través de una entrevista adicional
la informacion fue recolectada, se relaciond la presencia del genotipo con el sexo,
etnia, y procedencia. La prevalencia para el genotipo mutado como el silvestre es de
16.6% y 25.33% respectivamente. De igual manera, el genotipo se distribuye
aleatoriamente en la poblacién mestiza y miskita, no asi en los criollos y mayagnas.
El genotipo se distribuye de manera similar en varones como en mujeres. Tanto en la
RAAN y Chinandega se encontrd alta presencia del gen mutado (27.7% y 21.05%) y
en Leon se encontro la mayor presencia del genotipo silvestre (33.96%), sin embargo
en Esteli no se logré identificar la presencia de la mutacion. Nosotros concluimos que
la poblacién nicaragiense estudiada se encuentra en equilibrio de H-W, no

observandose diferencias significativas entre los genotipos observados y esperados.
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GLOSARIO

Alelo: formas alternativas de un gen.

Asociacion: tendencia de dos caracteres (enfermedades, alelos marcadores, etc.) a
ocurrir juntos en frecuencias no aleatorias. La asociacion es una
observacion estadistica simple, no un fendmeno genético, pero en
ocasiones puede ser causado por desequilibrio de enlace.

CBS: Cistationina-B-sintetasa.

cDNA (DNA complementario): DNA sintetizado por la misma transcriptasa inversa
utiizando mRNA como una plantilla, sea experimentalmente o in vitro.

Cebador: oligonucleotido corto, con frecuencia de 15 a 25 bases de largo, con
pares de bases especificas para una secuencia blanco a fin de permitir
que una polimerasa inicie las sintesis de un filamento complementario.

Dinucleotido CpG: la secuencia 5"CG3” dentro de una molécula de DNA mas larga.
Los dinucle6tidos CpG son blancos para un sistema especifico de
metilacién del DNA en mamiferos que es importante para controlar la
expresion génica.

Distancia genética: distancia en un mapa genético, definida por fracciones de
recombinacion y la funcién de mapeo, y que se mide en centiMorgans.

Distribucion de Hardy-Weinberg: la relacibn mas simple entre frecuencias génicas y
frecuencias de genotipo que se encuentran en una poblacion bajo
ciertas condiciones.

DNA: acido desoxirribonucleico

DNA codificante: DNA que codifica la secuencia de amino&cidos de un polipétido (o
en ocasiones un RNA maduro funcional que no especifica un
polipétido).

DNA recombinante: hibrido de DNA construido artificialmente que contiene
secuencias enlazadas de manera covalente con origenes diferentes;
por ejemplo, un vector con un inserto.

DNA repetitivo: secuencias de DNA que se encuentran en muchas copias idénticas o

similares en el genoma.
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Dominante: en genética humana, cualquier caracter que se expresa en un
heterocigoto.

DTN: defectos del tubo neural.

Empalme (Splicing): normalmente empalme de RNA en el cual se eliminan las
secuencias de RNA transcritas de intrones de un transcrito primario y se
empalma entre si los transcritos de exones en el mismo orden lineal
gue los exones.

Endogamia: matrimonio con un familiar sanguineo. El coeficiente de endogamia es
la proporcion de genes de una persona que son idénticos por
descendencia.

Epigenético: heredable (de la célula madre a la célula hija, o en ocasiones del padre
al hijo), pero no producido por un cambio en la secuencia del DNA.

Exoén: segmento de un gen representado en el producto del DNA maduro. Los
exones individuales pueden contener DNA de codificacion, DNA no
codificante (secuencias no traducidas), o ambos.

Expresién variable: extension o intensidad variable de signos fenotipicos en personas
con un genotipo en personas con un genotipo determinado.

Fenotipo:  caracteristica observable de una célula o un organismo, incluyendo el
resultado de cualquier estudio que no sea una prueba directa de
genotipos.

Frecuencia génica: proporcion de todos los alelos en un locus que son el alelo en
cuestion.

Genotipo: constitucion genética de un individuo, sea en su totalidad o en un locus
especifico.

Hibridacién de fluorescencia in Situ: hibridacion in situ utilizando una sonda de DNA o
RNA marcada con fluorescencia.

Hinfl: enzima de restriccion Haemophillus Influenzae | utilizada para la amplificacion
de productos de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Herencia:  proporcion de la razdn de una caracteristica que se debe a causas

genéticas.
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Homocigoto: individuo que tiene dos alelos idénticos en un locus particular. Con

propésitos clinicos, una persona suele describirse como homocigoto AA
si tiene dos alelos que funcionan normalmente, u homocigoto aa
cuando presenta dos alelos patogénicos en un locus, prescindiendo que
los alelos sean de hecho completamente idénticos a nivel de
secuencias de DNA. La homocigosidad para alelos idénticos por

descendencia se denomina autocigosidad.

Homologia de Secuencias: medicion de la similitud de las secuencias de los acidos

nucleicos o dos polipéptidos.

Homologos (cromosomas): las dos copias de un cromosoma en una célula dipliode. a

Homodlogos

Intrén:

Islas CpG:

K3EDTA:

Locus:

MTHFR:

diferencia de la cromatides hermanas, los cromosomas homadlogos no
son copias entre si; uno se heredo del padre y el otro de la madre.
(genes): dos genes 0 mas cuyas secuencias estan relacionadas
significativamente por una relaciébn evolutiva cercana, sea entre
especies o0 dentro de una especie.

DNA no codificante que separa exones vecinos en un gen. Durante la
expresion génica, se transcriben intrones al RNA, pero a continuacion
se elimina las secuencias del intron del pre-mRNA mediante empalme
(Splicing). Pueden clasificarse segun el mecanismo de empalme o si se
separan secuencias de codificacion del DNA, por su localizacion precisa
dentro de codones.

tira corta de DNA, con frecuencia < 1lkb, que contiene dinucleétidos
CpG no metilados frecuentes. Las islas CpG tienden a marcar los
extremos 5°de los genes.

Acido Etilendiaminotetraacético sal tripostasica.

localizacion cromosémica de Unica que define la posicién de un gen
individual o la secuencia de DNA.

Metiltetrahidrofolato reductasa.

Marcador genético: cualquier caracter mendeliano polimérfico que puede utilizarse

para seguir un segmento cromosémico a través de una genealogia. Los

marcadores genéticos suelen ser polimorfismos de DNA.
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Marco de lectura: la forma en que se lee la secuencia continua del mMRNA como una
serie de codones tripletes. Para cualquier mRNA hay tres posibles
marcos de lectura y el marco de lectura correcto se establece por el
reconocimiento correcto del codén de inicia AUG.

Metilacion del DNA: en el contexto del DNA humano, casi siempre significa
conversiéon de citosina (por lo general en un dinucle6tido CpG) en una
metilcitosina.

Mutacidon de punto: mutacién que causa una alteracion pequefia en la secuencia de
DNA en un locus. El significado es un poco impreciso: cuando se
compara con las mutaciones cromosomicas, el término mutacion de
punto podria utilizarse para incluir cambios muy grandes (pero
submicroscopicos) dentro de un gen aislado, normalmente las
mutaciones de punto significan sustitucion, insercion o deleccién solo
de un nucledtido.

Mutacion sin sentido (Missense): mutacion que causa la sustitucion de un
aminoacido para otro en una proteina.

Northern blot: moléculas de membrana que llevan RNA que se fraccionaron de
tamafio mediante electroforesis en gel y se utilizan para detectar los
tamafios de un gen de interés en un conjunto de tejidos adultos o
fetales.

OMIM: (del inglés, On-Line Mendelian Inheritance in Man). Herencia mendeliana en
el hombre en linea, la base de datos central de genes humanos y
caracteres mendelianos: http:www3.ncbi.nlh.gov/omim/. Los MIM son

los nimeros indice para entrar en OMIM.

PHW: Principio o Ley de Hardy-Weinberg.
PCAG: Glaucoma primario de angulo cerrado.
POAG: Glaucoma primario de angulo abierto.

Polimorfismos: estrictamente, existencia de dos o mas variantes (alelos, fenotipicos,
variantes de secuencias, variantes de estructura cromosOmica) a
frecuencia importantes en la poblacion. Los usos mas laxos entre

genetistas moleculares incluyen 1-cualquier variante de secuencias que
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se encuentra a una frecuencia >1% en una poblacién, 2- cualquier
variante de secuencia no patogénica, prescindiendo de la frecuencia.

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs): marcador genético
gue consiste en tamafios variables de fragmentos de restriccion alélica
que resulta de un polimorfismo de secuencia de DNA. Los RFLPs se
valoran originalmente mediante Southern blotting, pero en la actualidad
por lo general PCR.

Polimorfismo de repeticion tandem de numero variable (VNTR): microsatélites,
minisatélites y DNA satélite son ordenamientos de secuencias repetidas
en tandem que con frecuencia varian entre las personas en el nimero
de unidades repetidas. El termino VNTR se utiliza con frecuencia para

indicar especificamente minisatélites.

SAM: S-adenosil metionina.
SE: buffer Solucion de Cloruro de Sodio EDTA (Etilendiaminotetraacético)
SDS: dodecil sulfato de sodio

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism, pronunciado SNIP) es una variacion en la
secuencia de ADN que afecta a una
sola base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) de una
secuencia del genoma.

Promotor: combinaciéon de elementos de secuencias corta, normalmente justo
corriente arriba de un gen, a la que se une la polimerasa de RNA a fin
de iniciar la transcripcion del gen.

RNA: acido ribonucleico.

Recesivo: un caracter es recesivo si s6lo se manifiesta en homocigotos.

TE: Buffer Tris EDTA (Etilendiaminotetraacético)

THF: Tetrahidrofolato

Temperatura de fusién (Tm): medida de estabilidad de un duplex de acido nucleico,
es la temperatura que corresponde al punto medio en la transicién de
forma de cadena doble a cadena Unica. De manera conveniente, esta
transicion puede seguirse midiendo la densidad Optica del DNA a una

longitud de onda de 260nm.
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Transcriptasa inversa: enzima que puede formar un filamento de DNA utilizando una

Transicion:

plantilla de cDNA y para PCR-TI. La transcripcién inversa es una parte
esencial del ciclo de vida retroviral, pero hasta donde se sabe no del
metabolismo celular normal.

sustitucién nucledtida G—A (purina por purina) 6 C—T (pirimidina por

pirimidina).
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INTRODUCION

El Metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una de las enzimas mas importantes
del metabolismo del folato®. Fue caracterizada bioquimicamente en 1991 por Kang
et al.(3) Posteriormente, Goyette et al. en 1994 identificaron la localizacion del gen en
el brazo corto del cromosoma 1 (1p36.3), y sus siete mutaciones®). El polimorfismo
comun del MTHFR C677T afecta la actividad de la enzima y por lo tanto la
distribucion de folato. En condiciones de un estado deteriorado de folato, el genotipo
TT homocigoto ha sido considerado como perjudicial, porque ha sido asociado con
una alta concentracién de homocisteina total en plasma®. La alta prevalencia de
este polimorfismo en la mayoria de las poblaciones, podria representar un
adaptacion genética ancestrales asociado a las limitaciones de la vida, que ha

llegado a ser un determinante de perfiles de enfermedades en la actualidad (™.

La causa de esta variante de MTHFR ha sido identificada como un cambio de base
Unica alterada.® Se ha reportado una prevalencia general del C677T de 23% en
poblaciones con caracteristicas similares a la nuestra.(¥® En grupos indigenas es de
un 44.7% y en grupo de raza negra es de 12.5%. Salazar et al, estudiaron la
frecuencia del polimorfismo MTHFR en pacientes con infarto agudo al miocardio,
encontrando el 25.80% de pacientes con el genotipo TT, el 48.40% pacientes

portadores de CT y el 25.80% portadores con el genotipo CC. (10

La mutacion C677T en el MTHFR fue muy frecuente en los indios-americanos
costarricenses. La prevalencia de sujetos homocigotos del genotipo TT fue 70%
encontrada en los Guaymi, siendo la prevalencia de mayor porcentaje reportada en
la literatura hasta ahora, pero el genotipo en este grupo no fue distribuido como se
esperaba por el equilibrio de Hardy-Weinberg®). En indios Yupka del oeste de
Venezuela, en cinco tribus de la amazonia brasilefia y en indios parakana
amazonianos, se encontrd6 una prevalencia del genotipo TT de 15%,(12 7.8%,(13) y
1.2%,4 respectivamente fue determinada. En africanos-costarricense del Limon, el

genotipo TT y la frecuencia del alelo T fue similar a la de los Caucasicos. La mas

1
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alta frecuencia del alelo T en africanos-costarricenses de Guanacaste), puede
probablemente ser explicada por la mezcla con Indios de esa area desde el siglo XVI
- XVIIA5),

El alelo 677C>T del gen MTHFR ha sido una fuente de interés creciente para los
investigadores de todo el mundo, debido a su relacién con complicaciones en el
embarazo1®), nacimientos adversos(1”), cancer(l®, enfermedades cardiovasculares en
el adulto,1® desdrdenes psiquiatricos (29, y espina bifida?). Con esta tesis se
pretende conocer la prevalencia de los genotipos del MTHFR en un grupo de la
poblacion nicaragiense; ademas de establecer una linea de base, para las

patologias asociadas a esta mutacion.
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ANTECEDENTES

Debido a que la deficiencia de MTHFR esta relacionada con distintas patologias tales
como enfermedades cardiovasculares, trastornos psiquiatricos, problemas
obstétricos y defectos congénitos, entre otras, ha sido motivo de distintos estudios en
las distintas edades, razas y diferentes regiones geograficas, los cuales buscan la
prevalencia de esta mutacion y la posible asociacion de esta enzima como un factor

de riesgo a desarrollar estas patologias.

Partiendo de la distribucion de los alelos mostrado en etnias marcadas y variaciones
geograficas del genotipo homocigoto TT, fue particularmente comudn en el norte de
China (20%), sur de ltalia (26%) y México (32%). Hay también algunas evidencias
para gradientes geograficos en Europa (creciendo de norte a sur) y China
(disminuyendo de norte a sur). La frecuencia del genotipo TT fue baja entre los
recién nacidos de ascendencia africana, intermedia entre recién nacido de origen

Europeo y alta entre recién nacidos de ascendencia hispanoamericanos®4,

Shaw et al. estudiaron la frecuencia genotipica del MTHFR entre infantes con casos
de espina bifida e infantes controles en la poblacion de California por raza y etnia
entre 1987 a 1991, donde encontraron una frecuencia genotipica para todas las
razas y grupos étnicos de 19.2% del genotipo mutado TT, 46.7% de heterocigotos y
34.1% para el genotipo silvestre. En grupos blancos no hispanicos fue de TT 14.8%,
TC 47.7% y CC 37.5%; en blancos hispanos genotipo mutado 25.7%, heterocigotos
49.5% vy silvestre de 24.8%. En grupos negros reportaron 12.5 % para el genotipo
TT, 37.5% para el CT y 50.0% para el genotipo CC. En otras razas y etnias no se
encontrd el genotipo mutado, el genotipo heterocigoto fue de 23.1% y el genotipo

silvestre fue de 76.9%(29),

En Espafia se estudio la frecuencia de la mutacion en recién nacidos procedentes de
las comunidades autébnomas y Principado de Andorra, encontrando Martinez-Frias et

al, que el genotipo TT 11.96% (IC 95%, 9.46 — 14.94%), mientras que la frecuencia
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de los alelos 33.82% (IC 95%, 3.74 — 37.13%) para el alelo mutado T y del 66.18%
(IC 95%, 61.84 — 70,75%) para el alelo normal C(26),

Zappacosta et al., concluye que la variante polimoérfica C677T en los recién nacidos
sanos es mas frecuente (25%) que el polimorfismo 1298CC (12.5%). La distribucion
genotipica fue muy similar a las distribuciones esperadas segun el equilibro de
Hardy-Weinberg (X2=0.04, P=0.844 para C677T y X2= 0.401 para A1298C). La
frecuencia de los alelos mutados fue de 50.5% (IC DEL 95%, 43.7 — 57.3) para 677T
y 32.7% (IC de 95%, 26.3 — 39.1) para 1298C(27),

Al estudiar la asociacion entre el nivel de la homocisteina y la presencia de la
variante polimoérfica del MTHFR con las enfermedades arterio-coronarias en la
poblacién del Norte de India, Tripathi et al, encontraron que la frecuencia del alelo T
fue altamente significativa en el grupo de pacientes (11.9%) que en el grupo control
(7.3%), con un valor de p*=0.004 y un OR 1.75, 95%(28),

En individuos del Sur de Chile, se asocio las variantes funcionales en genes del
metabolismo de la homocisteina con riesgo de trombosis venosa profunda e
hiperhomocisteinemia donde la distribucién genotipica y frecuencias alélicas del
polimorfismo MTHFR, fue significativamente diferente entre pacientes y controles (p*
<0.01). Odds Ratio para trombosis venosa profunda asociada al genotipo homocigoto
fue 3.68 (IC. 95%: 1.628-8.337, p<0.01). Los resultados encontrados mostraron que
los individuos portadores del genotipo homocigoto MTHFR T/T677, presentaron

niveles mas elevados de homocisteina plasmatica(?).

Al estudiar, Markus et al, cuatro genes candidatos para enfermedades
cardiovasculares, concluyeron que el gen de la metiltetrahidrofolato reductasa es una
enzima clave para el metabolismo de la homocisteina, ya que es un aminoacido
citotoxico productor de disfuncion endotelial. Los hallazgos de este trabajo también
determinaron que el polimorfismo de la MTHFR es mas comun en los caribefios

africanos que en la poblacién caucésica, sin embargo no encontraron relacion entre
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el grosor de la tunica intima y la tinica media de los vasos sanguineos con la

frecuencia del polimorfismo genético estudiado®9,

En la poblacién de Costa Rica, Herman et al, estudiaron la prevalencia de ocho
marcadores moleculares asociados con las enfermedades tromboticas, en seis tribus
indio-americanos y dos grupos africanos, encontrandose que la mutacion 677CT es
mas frecuente en los indio-americanos Costarricenses. La prevalencia de 70% de
homocigotos (TT) encontrada en los Guaymi, es la mas alta reportada en la literatura,
pero el genotipo en este grupo no fue distribuido como se esperaria por el equilibrio

de la Ley de Hardy-Weinberg(b.

Al realizar estudios de casos y controles en la poblacién en Pakistani, Igbal et al,
encontraron frecuencia para el alelo 677T del 13% en el grupo de estudio y del 14%
en el grupo control. Estos hallazgos mostraron que la poblacion Pakistani estudiada
se encuentra en proporcién normal del equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos
grupos P*= 0.53 y P*= 0.45@D,

Asi mismo Sinthuwiwat et al, realizaron un andlisis de genotipo C677T, del gen de la
MTHFR por medio Polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLPs, de
sus siglas en inglés Restriction Fragment Length Polimorphism) en 56 muestras de
personas Tailandesas con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) donde la presencia
de los genotipos de MTHFR encontrado fue CC (63.33%), CT (33.33%) y TT (3.3) (32,

En la literatura también se han encontrado estudios que relacionan el polimorfismo
del gen MTHFR con otras patologias, asi tenemos que Boris et al, asociaron la
variante del gen de la MTHFR con el Autismo, donde observaron un significativo
incremento de la frecuencia de la mutacibn homocigética para el alelo T (23%)
comparado con poblacion control (11%) P* <0.0001. Adicionalmente, los nifios
autistas heterocigotos para esta mutacién se presentaron en el 56% en relacion con

la poblacién control que fue de 41%33),
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Shazia et al, consideraron que la distribucion del genotipo 677T estaba
significativamente asociada con Glaucoma primario de angulo cerrado (PCAG)
P*=0.001, X?=12.6, sin embargo no se encontr6 asociaciéon con Glaucoma primario
de angulo abierto (POAG) P*=0.98; X2=0.02(34),
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JUSTIFICACION

A nivel mundial, el polimorfismo C677T del gen de la MTHFR tiene una prevalencia
relativamente variada. En poblacién hispanoamericana se encuentra una prevalencia
alrededor del 25%, en Costa Rica se obtuvo una prevalencia del 23% heterocigoto

(Hz) en la poblacion general.

En Nicaragua, no se ha estudiado la prevalencia en la poblaciéon general, sin
embargo se ha investigado la frecuencia del polimorfismo del C677T del gen MTHFR

en madres nicaragiienses de individuos con espina bffida reportando un 7%(%),

El propésito de la investigacion es conocer la prevalencia de este polimorfismo, ya
que es un factor genético que codifica para enzimas o proteinas de transporte, cuyas
consecuencias se observan en el tejido en desarrollo (etapa embrionaria),
enfermedades cardiovasculares, apoplejia, defectos congénitos, depresidén post
menopadusica, trombosis venosa, algunos canceres, complicaciones del embarazo y
defecto del tubo neural; entre otros. Por lo cual es de gran utilidad estimar su
prevalencia en la poblacion general, ya que contribuird a establecer un conocimiento
basico de su prevalencia y permitira continuar con estudios moleculares en
poblaciones afectadas clinicamente con lo que puede explicarse la presencia de

estas variantes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Se encuentra presente la variante polimérfica C677T del gen de la MTHFR en los
estudiantes de la Carrera de Medicina de la Facultad de Ciencias Médicas UNAN—
Ledn?

HIPOTESIS

La prevalencia de la variante polimérfica C677T del gen MTHFR en Nicaragua

presenta una situacion similar a la descrita en Latinoamérica.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA —Ledn
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
MAESTRIA DE CIENCIAS MORFOLOGICAS Y BIOLOGIA CELULAR

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de la variante polimérfica C677T del gen de la MTHFR en
muestras de ADN de estudiantes de la carrera de Medicina de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNAN Leén en el afio 2012.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
s Determinar la prevalencia del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR en

muestras de ADN de estudiantes de la carrera de Medicina de la Facultad de
Ciencias Médicas en relacidén a sexo, etnia y procedencia.

s Estimar la frecuencia alélica y génica del polimorfismo C677T del gen de la
MTHFR, segun la formula de Hardy-Weinberg.

% Comparar los resultados del estudio con otras poblaciones latinoamericanas.
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MARCO TEORICO

El polimorfismo genético es la variacion estructural o funcional encontrada entre
miembros de una misma especie, se presenta en lo general, en regiones genéticas

que codifican para regiones estructurales basicas de las proteinas (36.37. 38,39, 40)

En el polimorfismo la secuencia de DNA se presenta en varios fenotipos alternativos
normales y comunes de la poblacion, por la ocurrencia de mudltiples alelos en un
locus, donde por lo menos dos alelos aparecen con una frecuencia >1% en la
poblacién general. En este caso el alelo es considerado como la secuencia normal

por lo que hay dos o mas alternativas aceptables (36. 37, 38, 39, 40)

El polimorfismo genético se puede presentar en regiones codificantes o exones, lo
cual da lugar a mutaciones generalmente visibles en la proteina correspondiente; o
en regiones no codificantes o intrones, éste puede ser invisible al nivel del fenotipo,

dando lugar a las mutaciones silenciosas que son la mayoria (3637, 38,39, 40),

Las regiones protéicas altamente polimorficas son un cambio de la estructura de las
mutaciones en las regiones codificantes, se presenta en algunos casos una
diversidad aumentada e independiente del polimorfismo propiamente genético en
proteinas como los anticuerpos o los receptores de los linfocitos T. Este polimorfismo
aumentado, o hiper variabilidad, resulta de mecanismos epigenéticos, tales como el

rearreglo de fragmentos de genes o la insercién nucleotidicad.

Polimorfismo de un solo nucleétido, (SNPs de sus siglas en inglés Single- Nucleotide

Polimorphism)

Figura 1: Polimorfismo de un solo nucleétido, SNPs

10
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Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), son variaciones en la secuencia del
DNA que ocurren cuando solo un nucleétido (A, T, C, 6 G) es alterado, en la
secuencia gendmica. Por ejemplo, un SNP puede cambiar la secuencia de DNA,
AAGGCTAA a ATGGCTAA. Para que una variacion sea considerada como un SNPs,

debe de ocurrir por lo menos en mas de 1% de la poblacion(*2),

Aunque mas del 99% de la secuencia del DNA humano es igual, las variaciones en la
secuencia del DNA pueden tener gran impacto sobre la respuesta humana a
enfermedades. Entre los factores que interfieren en dichas variaciones se
encuentran: bacterias, virus, toxinas, productos quimicos, drogas y otras terapias.
Esto hace que la SNPs sea valiosa para la investigacion biomédica y para el
desarrollo de productos farmacéuticos o de diagndstico médico. También
evolutivamente estables, no cambian mucho de generacién en generacion, lo que

facilita su seguimiento en los estudios de poblacion®3),

La mayoria de los polimorfismos no tienen efecto sobre el fenotipo (caen en regiones
no codificantes y son completamente neutrales). Algunos pocos afectan el fenotipo
(estatura: alta/baja; cabello: claro/oscuro; color de ojos, en lugar de caracteristicas de
importancia médica) muy pocos polimorfismos son responsables de enfermedades

genéticasD),

El mapeo de SNPs ayudara a identificar los genes asociados a mudltiples
enfermedades complejas como el céncer, la diabetes, enfermedad vascular, y
algunas formas de enfermedad mental. Estas asociaciones son dificiles de
establecer con los métodos convencionales de identificacion del gen debido a que un

Unico gen alterado puede hacer sélo una pequeia contribucion a la enfermedad 2.

Los SNPs no causan enfermedades, pero pueden ayudar a determinar la
probabilidad de que alguien va a desarrollar una enfermedad en particular. Sin
embargo, la variacibn de secuencias polimorficas puede contribuir a la

susceptibilidad a la enfermedad y también puede influir en las respuestas de drogas.

11
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Por lo cual es de gran utilidad para la investigacion médica en el desarrollo de

farmacos. (41,42, 44)

Las variaciones genéticas pueden estar asociadas directa o indirectamente con
enfermedades especificas. El caso mas claro de asociacion directa de un alelo a una
enfermedad particular es cuando el producto de este alelo es determinante por su

funcién para una patologia(37: 39),

En cuanto a las asociaciones indirectas de algunos alelos de estas enfermedades
particulares, estas resultan de la presencia del alelo en la misma region cromosémica
de los genes alterados que intervienen en una patologia, comportandose de esta

manera apenas como un marcador fortuito de la enfermedad(3®).

Los SNPs no son indicadores absolutos de desarrollo de la enfermedad. Como
algunas patologias son de patron multifactorial, la presencia de un SNP no
condiciona al individuo mientras no se reunen los factores necesarios para el
desarrollo de la enfermedad. Un individuo que ha heredado dos alelos mutados
puede nunca desarrollar la enfermedad predispuesta, mientras otro, que ha heredado
dos alelos silvestre llegar a desarrollar la enfermedad relacionada. Por lo cual la
presencia de un alelo mutado se considera como un marcador de susceptibilidad a
una enfermedad, aunque el riesgo a desarrollar una patologia dada en la poblacién
general es bajo, por lo tanto un polimorfismo, resulta muchas veces significativo para

su diagndstico y/o prondstico®9).

Genética del gen MTHFR

El MTHFR es el gen que proporciona la instruccion completa de la biosintesis de la
enzima metabdlicamente importante llamada metiltetrahidrofolato reductasa. Esta
enzima cataliza la conversion del acido félico en su forma biolégicamente activa que
es tetrahidrofolato (THF). El metiltetrahidrofolato (CH3-THF) es importante en la
regulacion genética, ya que esta implicado en el silenciamiento de genes uniendo su

grupo metilo al ADN. Si el gen no esta debidamente regulado debido a la mutacién

12
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perjudica la eficacia de la enzima para producir suficiente THF, por ende un individuo
con deficiencia en la sintesis del CH3-THF interrumpe la sintesis de ADN y la division

celular, causando distintas patologias(*®).

Goyette et al. mapearon el gen a través de la Hibridacion in Situ con Fluorescencia
(FISH de sus siglas en inglés Fluorescense in situ Hibridation)

localizado en el brazo corto del cromosoma 1 regiéon 3 banda 6.3, s
1p36.23
1p36.21

tiene bien descrito varios polimorfismos de nucle6tidos simple (SNPS) ..
(4)' 1p35.1

1p35.3 -p—

1p34.2
1p33
1p32.2
1p31.3

Goyette et al. definié la estructura de genes en humanos y ratones. p311

1p22.2

1p21.3
ip21.1

et al. analizd la region promotora del gen de la MTHFR, encontrando e

1p12

El gen humano de MTHFR estd compuesto de 11 exones. Gaughan

que no tiene la caja TATA pero contiene islas CpG, mlltiples de sitios

1q12

de union SP1 y varios sitios de unidon para otros factores de 12

1q22

transcripcion®),  Por andlisis de Northern Blot identificoé la 12
1q24.1
1q24.3

transcripcién de la MTHFR de alrededor 2.8 y 7.2 kb en todos los 19252

1931.1
1q31.3

tejidos examinados, y otros de aproximadamente 9.0kb en el cerebro,

19322

musculo, placenta y estbmago. Los transcritos de diferentes tamafios e

1q41

1q42.2

son el resultado de los sitios de inicio alterno de la transcripciony las = 1

sefales de poliadenilacion. La sintesis total es lenta y la proporcién
Fig.2 Idiograma

de cada transcripcion difiere entre cada tejido (46 47),
del Cromosomal

El gen de la metiltetrahidrofolato reductasa contiene 2,2 kb que codifica para una
proteina de 77kDa, que constituye una enzima clave en el metabolismo del folato y la
homocisteina. En condiciones fisioldégicas la reaccion es irreversible y su actividad
estd regulada por la concentracion de S-adenosil metionina (SAM). El déficit
hereditario de MTHFR es una de las causas de homocisteinemia, en general, menos
grave que la observada en la homocisteinemia clasica por deficiencia de la

cistationina-B-sintetasa (CBS) (48),
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El alelo C667T en una variante termolabil, se caracteriza por una mutacion puntual
en la posicion 677 del exon 4 del gen, que consiste en una transposicion de una
Citosina (C) por Timina (T). Esta mutacion determina la sustitucion del aminoacido
Alanina (GCC) por Valina (GTC) denominando a dicho polimorfismo Ala225Val, el
cual es una mutacion de tipo sin sentido (missense, en inglés) en el dominio catalitico
de la enzima. Esto cambia la actividad catalitica de la enzima, disminuye su afinidad

por el cofactor, flavina adenina dinucleétido®).

Como resultado de esta mutacion se produce un descenso en la actividad de la
enzima MTHFR, aunque ni el estado homocigoto ni el heterocigoto estan asociados
con el aumento de la concentracion plasméatica de homocisteina o disminucién de la
concentraciéon de folato en plasma, fendbmeno que es evidente en estado homocigoto
677TT. Sin embargo, parece haber una interaccion entre estas dos mutaciones. Por
lo tanto el genotipo 677TT de la MTHFR, estd asociado con una deficiencia parcial
de esta enzima que se traduce en la disminucion de 50% de la actividad enzimatica;
en condiciones de baja ingesta de folatos, esta mutacion se ha demostrado que
causa disminucién en los niveles de 5-metiltetrahidrofolato, se asocia a una
moderada hiperhomocisteinemia; disminucion de la concentracion de folatos en el
plasma, disminucion de la metilacién del DNA gendmico, riesgo aumentado de tener
hijos con defectos del tubo neural (DTN), ademas se ha asociado a Sindrome de
Down, enfermedad cardiovascular, algun tipo de cancer y por consiguiente a una

menor respuesta a la suplementacién con folatos(“®),

Otra variante polimorfica del gen de la MTHFR es A1298C donde se da la sustitucion
de Adenina (A) por Citosina (C), causando un cambio de los aminoacidos de
Glutamina a Alanina en la posicion 429 (Glu429Ala), este cambio no parece afectar
directamente la funcién de la enzima, sin embargo puede tener un efecto cuando se
combina con el polimorfismo C677T, por lo tanto la heterocigocidad combinada para
las mutaciones A1298C y C677T esta asociada con una reduccién de la actividad
especifica de la enzima MTHFR, homocisteina elevada y descenso en las

concentraciones plasmaticas de folato. De esta forma, se producen unas

14
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caracteristicas similares a las observadas en individuos homocigotos para la
mutacion C677T, lo que induce a pensar que esta relacionada con una proporcion de
los DTN, que no son explicados por homocigocidad de la mutacion C677T y puede

ser un factor de riesgo genético adicional para DTN*8),

Se han identificado mds de 20 mutaciones en el gen MTHFR, que causan
deficiencia enzimatica severa. Algunos otros cambios descritos son poco frecuentes
y sblo estan presentes en algunas familias con un cuadro clinico que incluye: retardo

psicomotor, debilidad muscular proximal, patologia vascular y homocisteinemia 5.

Los estudios en poblaciones han descrito la frecuencia y las condiciones de los SNPs
de la MTHFR comun en muchas poblaciones. El SNPs C667T de la MTHFR, es mas
frecuente en ciertas condiciones, tales como enfermedad vascular, defectos del tubo
neural (DTN), aborto espontaneo, leucemias, malignidad de algunos céanceres,
fisuras del paladar, complicaciones en el sindrome de Down, ansiedad, depresion,

nifios con falla renal, hipertensién, arteriosclerosis, artritis reumatoide (7- 4950, 51, 52),

Wilcken et al. estudié la distribucion geogréfica y étnica del polimorfismo 677CT en el
gen MTHFR en mas de 7,000 recién nacidos de 16 areas de Europa, Asia, América,
Oriente Medio y Australia (4. El genotipo TT es particularmente comun en el norte de
China (20%), el sur de ltalia (26%) y México (32%). Ademas hubo evidencias
geograficas con aumento del norte al sur de Europa y con descenso de norte a sur
en China. La frecuencia genotipica para TT fue baja en los recién nacidos de
ascendencia africana, intermedio entre los recién nacidos de origen europeo, Yy alta
entre los recién nacidos de ascendencia hispanoamericana. En areas extremas la
distribucion de la frecuencia mostro derivaciones del equilibrio de la ley de Hardy-
Weinberg. Los hallazgos sugieren la existencia de presiones selectivas que pueden
haber generado un cierto grado de microdiferenciacién genética que conducen a una

marcada variacion(,
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Frosst et al. identificO una mutacién 677C-T en el gen MTHFR, resultando en un
Ala222 Val (A222V) sustitucion(®3, La alteracién creo un sitio Hinfl que se utilizd para
la pantalla 114 seleccionando cromosomas franco-canadienses, la frecuencia del
alelo de la sustituciéon fue de 0,38.La mutacién en el estado homocigotos o
heterocigotos correlacionados con la actividad enzimatica reducida y termolabilidad
aumento en los extractos de linfocitos; expresién in vitro de la ADNc mutagenizado
que contiene la mutacion confirmd su efecto sobre la termolabilidad de la MTHFR.
Los individuos homocigotos para la mutacion tenian niveles significativamente
elevados de homocisteina en plasma. Por lo tanto, la mutacion 677CT puede

representar un importante factor de riesgo genético en la enfermedad vascular(®3),

Estudio de Poblaciones humanas

El estudio de la genética en poblaciones comienza por definir qué es una poblacion
desde perspectiva genética. Una poblacion es un grupo de individuos de la misma
especie que ocupan colectivamente una localidad geografica en particular y que real
0 potencialmente son capaces de cruzarse entre si, compartiendo un acervo comun
de genes. Poza de genes o “pool” génico se definen como un grupo de individuos
que se cruzan entre si y se caracterizan por su continuidad genética a lo largo de
varias generaciones(®). También se considera una poblacién, cualquier grupo en el
cual se estudia algunas caracteristicas variables y del cual pueden extraerse

diversas muestras con fines estadisticos. (37:40)

Los individuos de una poblacion:

1. Tienen entre si una semejanza genética mayor que entre individuos de
diferentes poblaciones, (por tener ascendientes comunes).

2. Comparten los mismos genes, un acervo génico comun por el hecho de
aparearse entre si.
Por lo cual también se puede definir una poblacion por el conjunto de los genes de

sus individuos.
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En genética de poblaciones, el principio de Hardy-Weinberg (PHW) conocido también
equilibro de Hardy-Weinberg o ley de Hardy-Weinberg, que recibe su nombre de G.
H. Hardy y Wilhelm Weinberg, establece que la composicion genética de una
poblacién permanece en equilibrio mientras no actie la seleccion natural ni ningln
otro factor y no se produzca ninguna mutacion. Es decir, la herencia mendeliana, por

si misma, no engendra cambio evolutivo(36: 37. 38,39, 40),

La ley de Hardy-Weinberg afirma que, bajo ciertas condiciones, tras una generacion
de apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual se
fijardn en un valor de equilibro particular. También especifica que esas frecuencias
de equilibrio se pueden representar como una funcion sencilla de las frecuencias
alélicas en ese locus. En el caso mas sencillo, con un locus con dos alelos A y a, con
frecuencias alélicas de p y q respectivamente, la ley de Hardy-Weinberg predice que
la frecuencia genotipica para el homocigoto dominante AA es p?, la del heterocigoto
Aa es 2pq Yy la del homocigoto recesivo aa, es g2. El principio de Hardy-Weinberg es
una expresion de la nocion de una poblacién que esta en "equilibrio genético”, y es

un principio basico de la genética de poblaciones(36: 37 38,39, 40),

En una poblacién en equilibrio se debe considerar que exista apareamiento aleatorio,
que tenga un tamafo infinito (o lo bastante grande para minimizar el efecto de la
deriva genética) y que no experimente seleccion, mutacion y migracion (flujo

genético) (37, 55),

Una descripcion probabilistica del PHW es que los alelos de la siguiente generacion
para cualquier individuo se eligen aleatoria e independientemente unos de otros.
Consideremos dos alelos A y a con frecuencias en la poblacién de p y q
respectivamente. Las distintas maneras de formar nuevos genotipos se pueden

derivar utilizando un cuadro de Punnett (37.55),

A veces una poblacion se crea juntando machos y hembras con distintas frecuencias

alélicas. En este caso, la suposicion de una séla poblacién queda violada hasta la
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siguiente generacién, de manera que la primera generacion no tendra equilibrio de
Hardy-Weinberg. Las generaciones sucesivas si tendrdn equilibrio de Hardy-

Weinberg(SG, 37, 38,39, 40, 55)

Los tres genotipos AA; Aa y aa aparecen en una relacién p2 2pg: g2 Si las
sumamaos, obtenemos la unidad: p? + 2pg + g2 = (p + q)2 = 1. Las violaciones de las
suposiciones de Hardy-Weinberg pueden causar desviaciones de los valores

esperados. Como afecta esto a la poblacién depende de las suposiciones que son
violadas(36: 37, 38,39, 40, 55)

El apareamiento aleatorio en el PHW establece que la poblacion tendra las

frecuencias genotipicas especificadas (llamadas proporciones de Hardy-Weinberg)

tras una generacion de apareamiento aleatorio dentro de la poblacion. Cuando

suceden trasgresiones de este requisito, la poblacién no tendrd proporciones de

Hardy-Weinberg. Tres de estas violaciones son:

e Endogamia, que provoca un aumento de la homocigosidad en todos los genes.

e Emparejamiento selectivo, que causa un aumento en la homocigosidad de los
genes implicados en el caracter que se esta seleccionando para el apareamiento
(y de los genes que estan en desequilibrio de ligamiento con ellos).

e Poblacién de poco tamafio, que causa un cambio aleatorio en las frecuencias
genotipicas, especialmente si la poblacion es muy pequefia. Esto es debido al

efecto de muestreo, y se llama deriva genética (3637, 38, 39,40, 55)

Las demas suposiciones afectan a las frecuencias alélicas, pero no afectan por si
misma al apareamiento aleatorio. Si una poblacion viola alguna de éstas, la
poblacion seguira teniendo proporciones de Hardy-Weinberg en cada generacion,

pero las frecuencias alélicas cambiaran con esa fuerza(36. 37. 38, 39,40, 55)

La seleccion, en general, hace que cambien las frecuencias alélicas, a menudo con

mucha rapidez. Aunque la seleccion direccional conduce finalmente a la pérdida de
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todos los alelos excepto el favorecido, algunas formas de seleccion, como la

seleccion estabilizadora, conducen a un equilibrio sin pérdida de alelos(36. 37. 38,39, 40,
55)

La mutacién tendra un efecto muy sutil en las frecuencias alélicas. Los ritmos de
mutacién son del orden de 104 a 108 y el cambio en las frecuencias alélicas sera,
como mucho, del mismo orden. Las mutaciones recurrentes mantendran a los alelos
en la poblacion, aunque haya una fuerte seleccion en contra de ellos(36. 37, 38,39, 40, 55),
La migracion enlaza genéticamente dos o0 mas poblaciones. En general, las
frecuencias alélicas se haran mas homogéneas entre las dos poblaciones. Algunos
modelos de migracion incluyen inherentemente el apareamiento no aleatorio. La
seleccién estabilizadora conduce a una poblacion en equilibrio con proporciones de
Hardy-Weinberg. Esta propiedad que enfrenta a la seleccién con la mutacion es la

base de muchas estimaciones del ritmo de mutacién (equilibrio mutacién-seleccidn)
(36, 37, 38, 39, 40, 55)

Patologia del Polimorfismo C677T del gen MTHFR

La actividad enzimética reducida de los polimorfismos C677T y A1298C se asocia
con riesgo reducido para varios tipos de cancer como la leucemia linfocitica aguda,
cancer de pulmén, colon y recto, mientras que estos mismos polimorfismos comunes
estan asociados con hiperhomocisteinemia la cual se reportd como factor de riesgo

para defectos de tubo neural y enfermedades(®6).

MTHFR C677T y pérdidas gestacionales

La patogénesis de los abortos espontaneos es compleja, que involucra interacciéon de
varios factores genéticos y ambientales. El polimorfismo C677T y A1298C del gen
Metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR) se asocian comunmente con defectos en el
metabolismo de homocisteina dependiente de folatos y esta implicado como factor de

riesgo para pérdida de embarazo temprano(®7: 58),
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El defecto de vascularizacién de las vellosidades coridnicas parece estar asociado
con muerte embrionaria. Los niveles de homocisteina se relacionan con perimetros y
didmetros mas pequefios de los elementos vasculares coridnicos®9. Asi como los

abortos recurrentes(0. 61,62)

MTHFR C677T y complicaciones del embarazo
La MTHFR C677T se considera como un marcador genético para identificar mujeres

con riesgo aumentado de producto con peso bajo para la edad gestacional (63), .

Las mujeres que desarrollan pre-eclampsia severa tienen niveles plasmaticos mas
altos de homocisteina plasmatica que las mujeres que siguen normotensas durante
todo el embarazo. Un nivel alto de homocisteina plasmatica temprano en el
embarazo puede aumentar casi al triple el riesgo para desarrollar pre-eclampsia
severa. Asi mismo las mujeres que desarrollan pre-eclampsia no severa tienen
niveles mas altos de homocisteina durante la etapa temprana del embarazo, los
niveles altos de homocisteina se asocian con cuatro veces mAas riesgo para

desarrollar preeclampsia no severa(®3,

MTHFR C677T y defectos de tubo neural

El polimorfismo C677T predispone a leve hiperhomocisteina especialmente si se
acompafa con baja concentracién de folatos. La interaccién genética — nutricional
puede aumentar el riesgo para defectos de tubo neural®V. Varios estudios iniciales

reportan mayor frecuencia del polimorfismo C677T entre madres, padres, pacientes y

6bitos (51, 65, 66),

MTHFR C677T y Sindrome de Down
Varios estudios consideran a los polimorfismos MTHFR C677T y MTHFR A1298C
como factor de riesgo para el sindrome de Down. Aumentado el riesgo en madres

jovenes menores de 31de edad®2 67,
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MTHFR C677T y enfermedad cardiovascular

Esta bien establecido que esta leve elevacion de la concentracion de homocisteina
plasmatica total confiere mayor riesgo para enfermedad cardiovascular. Debido a que
los pacientes con dos alelos 677T de la MTHFR son propensos a desarrollar leve
hiperhomosisteina, se ha propuesto el polimorfismo C677T como un factor de riesgo

genético para enfermedad vascular (68.69.70.71),

MTHFR C677T y cancer

Los derivados del acido félico son esenciales para la sintesis y metilacion adecuados
del DNA. Por lo cual la deficiencia de folatos puede relacionarse con carcinogénesis
parece que el alelo C677T es un factor protector en algunos tipos de cancer, pero los
reportes de investigacion en relacion a la asociacion varian. Ademas es un factor de
riesgo en cancer de oOrganos como esoéfago, pulmén, carcinomas de células

escamosas de mama bilateral, ovario y pancreas (/7).

MTHFR C677T y alteraciones psiquiatricas

Individuos con deficiencia severa de MTHFR presentan manifestaciones psiquiatricas
que responden a tratamientos con folatos(2 71, por lo tanto, se sugirié que el alelo
677T se asocia con alteraciones psiquiatricas, esquizofrenia, depresiéon mayor,
trastornos bipolares, psicosis tipo esquizofrenia y depresion(20. 72. 73, 74) - Asi como en

la ansiedad, enfermedad de alzhéimer(),

MTHFR C677T relacionado con procedimientos
El polimorfismo C677T ha asociado a la enfermedad del injerto de la vena safena en
individuos sometidos a by-pass coronario. Asi como en la incidencia de eventos

cardiovasculares después de by-pass coronario(78),

MTHFR C677T relacionado con medicamentos
Los polimorfismos de la MTHFR afecta el metabolismo de los folatos y puede
modificar la farmacodinamia de los antifolatos (como el caso del metotrexate que

presenta mayor toxicidad entre pacientes con MTHFR 677T, llegando a presentar
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insuficiencia renal y muchos otros farmacos cuyo metabolismo, efectos bioquimicos o

de estructuras diana requieren reacciones de metilacion("?.

Prevalencia del polimorfismo C677T

El polimorfismo C677T del gen de la MTHFR tiene una prevalencia relativamente alta
en todo el mundo, y muestra una distribucion heterogénea en diferentes grupos
étnicos, la cual oscila entre 2 a 54.5%(). En un estudio realizado en poblacién judia
sana en lIsrael se reportd frecuencia variada para el genotipo TT entre 2 a 19%

(dividiendo la poblacion a grupos étnicos diferentes).
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MATERIAL Y METODOS

Tipo y area de estudio

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal de la variante polimérfica
C677T del gen de la enzima MTHFR. Donde el area de estudio fue la Carrera de
Medicina de la Facultad de Ciencias Médicas, de la Universidad Nacional Autbnoma
de Nicaragua - Leon. La Facultad abarca cuatro carreras: Medicina con la mayor
cantidad de poblacion estudiantil, Bioanalisis Clinico, Psicologia y Enfermeria; para
una poblacion de estudio de 1881 estudiantes, procedentes de todo el pais;

incluyendo las regiones autdbnomas.

Poblacién a estudio

La Carrera de Medicina tiene de 626 estudiantes, desde Il afio a V afio, a través de
formula estadisticas, conociendo el tamafio de la poblacion y la proporcién de
individuos con las caracteristicas a estudiar a través de muestreo aleatorio
estratificado se obtuvo una muestra de ADN de 150 estudiantes. Se calculdé en
Excel, el tamafio de la muestra partiendo de la siguiente féormula con un margen de
error maximo aceptado de 0.05 y se aplicé la siguiente formula:

Z? «Px*(1-P)
n= 5

Donde:

Z: nivel de confianza elegido. Si alfa = 95%, zeta = 1.96 al cuadrado 3.84

P: proporcion de una categoria de la variable (incidencia reportada en su caso)

D: error maximo puede variar de 0,01 a 0,1, entre mas bajo es mejor (lo usual es
0,05)

n: tamafio de la muestra;

y se realizd un ajuste para poblaciones finitas:
n
1+n/N
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Criterios de inclusion:

« Estudiantes que aceptaron ser parte del estudio y firmaron la hoja de
consentimiento informado.

« Ser estudiante activo de segundo a quinto afio de la carrera de Medicina, de la
universidad en el afio 2012.

« Ser mayor de 16 afios y menor de 25 afos.

Criterios de exclusion:

« Estudiantes que estaban siendo tratados con medicamentos anticoagulantes
(Heparina sddica, Warfarina sédica).

% Estudiantes con diagnostico de Enfermedades como: Lupus eritematoso
sistémico, Diabetes mellitus, Virus de Inmunodeficiencia Humana positivo (VIH),

Hemofilia, y Anemia hemolitica autoinmune.

Tomay procesamiento de la Muestra

El ADN fue aislado de sangre periférica acorde al protocolo estandar de Miller et
al.’® 'y procesado a través de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) y
analisis de restriccion debido a que la mutacidén crea un sitio de restriccion para la

enzima Hinfl.

%+ Obtencién de la muestra

A cada estudiante que acepto participar en el estudio se le extrajo una muestra de
sangre venosa de 10ml. Las muestras de sangre fueron tomadas en posicion
sentada a través de venopuncion cubital y aplicacion de torniquete, cumpliendo el

protocolo internacional de toma de muestras sanguineas.

Se recolectaron dos tubos vacutainer con K3 EDTA cada uno de 5ml de sangre.
Después de tomada las muestras se colocaron en un mezclador automatico. Las
muestras se almacenaron en el area de Histoembriologia del Departamento de

Ciencias Morfolégicas de la Facultad de Ciencias Médicas por dos dias a una
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temperatura de 4°C hasta su envio al Centro de Investigacibn en Hematologia y
trastornos afines (CIHATA), Costa Rica.

+« Transporte de la muestra

Para transportar las muestras hacia Costa Rica se utilizo termos con hielo seco que

mantuvieron la temperatura a un maximo de 10°C.

% Aislamiento de ADN y Determinacion del marcador genético molecular MTHFR

El ADN gendmico fue extraido de leucocitos de sangre periférica por el método de
precipitacion de NaCl, por la técnica de Miller et al ("® La Sangre periférica se
suspendio en 5ml de buffer SE (Sodio EDTA), 250ul de SDS (Dodecilsulfato sodico)
al 20%. Se incuba toda la noche a 37°C. Luego de la protedlisis se le agregd 14ml de
NaCl 6M y se centrifug6 a 2500rpm por una hora. Se precipitdé el ADN a partir del
sobrenadante con etanol absoluto y se suspendié para su almacenamiento en buffer
TE (Tris EDTA) pH 8.0.

Para estimar la cuantificacion de ADN en la muestra se midio la absorcion de UV en
260nm, se determiné la pureza por medio de la proporcion de densidad Optica
260nm/280nm. Si la relacion fue igual o mayor a 1.6, se considerd pura para confiar
en la cuantificacion espectrofotométrica en el gel de agarosa al 0.8%. Los primers
para el gen MTHFR utilizados fueron Cadena adelantada (Forwards) 5TGA AGG
AGA AGG TGT CTG CGG GA3’, y Cadena retardada (Reverse) 5’AGG ACG GTG
CGG TGA GAG TG3’, adquiridos de Invitrogen.

La ampliacion de los fragmentos de ADN se realizO6 en un termociclador
automatizado (Gene Amp 9700 BM-030) segun la técnica de Frosst et al 3, La
mezcla (contenia 200ng de ADN, 50pmol de cada primer especifico, 1.5dmmol/L de
MgClz 0.8mmol/L, dNTPs y 1.5u Tag Polimerasa, Glibco BRL), fue inicialmente
desnaturalizada a 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C,
45 segundos a 62°C, 45 segundos a 72°C y una extension final de 12 minutos a

72°C. Los productos de PCR fueron observados en gel de agarosa al 2% seguido por
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la tincion con bromuro de etidio al 1ug/mL. El producto de PCR amplificado fue de
198pb y 175pb, digerido con la enzima de restriccion Hinfl, comparados con patrones
de peso molecular de 100pb estandares. Los productos de digestion de restriccion
fueron separados en 3% de gel de agarosa Yy visualizado con la tincion de bromuro

de etidio en un transiluminador ultravioleta BM-028.

Analisis estadistico

En este estudio, la determinacion de la etnia de los participantes se hizo con base a
criterios, tomando en cuenta las caracteristicas fenotipicas de los estudiantes, como
el color de la piel, conformacién labial, apariencia del cabello y forma de nariz.

Clasificandolas en mestizos, miskitos, criollos y mayagnas.

La clasificacion de etnias de todos los estudiantes se realizd Unicamente por
evaluacion personal del investigador, para eliminar la variacion del observador.

Ademas se les pregunt6é a los participantes la raza ala que pertenecian.

Posteriormente, se desarrolld6 un analisis multivariante, cruzando las siguientes
variables con el resultado del analisis de PCR:
« Genotipo MTHFR C677T.

% Sexo.

*0

X/
L X4

Etnia.

« Procedencia.

Se procesaron los datos en el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows. Se
hizo una comparacion con los valores en otros paises. Se calculd la prevalencia del
gen, ademas de la frecuencia alélica y genotipicas para la poblacion general
nicaragiense. Se realizé el analisis de equilibrio poblacional segun la Ley de Hardy-
Weinberg (EHW), para equilibrio de poblaciones con un analisis de significativo entre
la frecuencia genotipica observada y esperada por medio del andlisis de chi X2, el

calculo el valor de p através de pruebas paramétricas de Mann Whitney.
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Posibles sesgos

« Participantes del estudio que cursaran con leucopenia al momento de la
extraccion de la muestra.

+« Almacenamiento y transporte de la muestra inadecuado.

% Aplicacion del protocolo de Miller et al. incorrecto.(78

% Inadecuada técnica de PCR.

¢ Llenado incompleto del instrumento de recoleccion de datos.

Control de posibles sesgos

% Cumplimiento estricto del protocolo internacional de la toma de muestras
sanguineas, su conservacion y transporte.

% Supervision del protocolo de Miller et al.(’® y la técnica de PCR por el director del
CIHATA.

% Instrumento de recoleccion de datos llenados por los investigadores.

Consideraciones éticas, confidencialidad y carta de consentimiento informado.
Todos los estudiantes que formaron parte de este estudio fueron seleccionados de
manera aleatoria estratificada segun el listado oficial de la Secretaria Académica. Al
estudiante se le inform6 a través de una carta, que fue seleccionado para formar
parte de este estudio, al aceptar participar el estudiante se le explico acerca de los
objetivos de la investigacion mediante un lenguaje sencillo, y sobre el estudio como
se establece en las actualizaciones de la Declaracion de Helsinki, y en la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y Soberania Genémica
una vez que el estudiante aceptd ser parte del estudio, se procedioé a la firma de la

carta de consentimiento informado (anexo 2).

Asi mismo, la ficha de recoleccion de datos (anexo 3) que fue contestado por los
participantes voluntarios y contiene los datos personales, antecedentes personales y
familiares, estos datos son manejados de forma confidencial acorde a la propuesta
de la Ley Federal de Proteccion de datos personales y a la Declaracién de la 30

Conferencia Internacional de Autoridades de Proteccion de Datos y Privacidad.
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Divulgacion de resultados
%+ Con resultados previos se participd en Il Congreso de Investigadores de la Red
Centroamericana de Exbecarios de DAAD para la investigacion, CURLA La

Ceiba, Atlantida Honduras, realizado entre el 14 y 16 de noviembre del 2012.

« Con los datos se envid a la revista médica electronica de la Universidad de Costa
Rica un articulo publicado en la Revista Clinica Escuela de Medicina, UCR, HSID,
Vol. 3, No. 6, 2013. ISNN 2215 - 2714.

X/

¢ Los resultados de los datos una vez siendo defendida la tesis seran entregados a

los estudiantes participantes del estudio.

28



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA —Ledn
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
MAESTRIA DE CIENCIAS MORFOLOGICAS Y BIOLOGIA CELULAR

Operacionalizacion de variables

2 NIVEL DE ‘
VARIABLE DEFINICION MEDICION CATEGORIA
Genotipo Constitucion genética de un | Cuantitativa | - Silvestre CC
MTHFR individuo, respecto al gen del - Heterocigoto CT
C677T a enzima MTHFR. - Homocigoto TT
S Lo que diferencia al varon de | Cualitativa - Mujer
exo . .
la mujer - Varon
Comunidad humana definida | Cualitativa - Mestizo
por afinidades raciales, - Miskito
Etni lingUisticas, culturales. - Mayagna
nia : o
Se refiere al grupo étnico o
raza a la cual pertenece el
participante en el estudio.
Origen, principio de donde | Cualitativa - Ledn
nace o deriva. - Managua
Se refiere a la localizacion - Masaya
geografica, segun division - Chinandega
politica (departamento) del - Matagalpa
pais, de donde procede el - Esteli
participante en el estudio. - Jinotega
- Boaco
Procedencia - Chontales
- RAAS
- RAAN
- Rivas
- Granada
- Carazo
- Madriz

- Nueva Segovia
- Rio San Juan
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RESULTADOS

Se presentan los resultados de 150 muestras de sangre periférica de estudiantes de
la carrera de Medicina de la facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional
Autbnoma de Nicaragua Leon, entre las edades de 16 a 25 afios, provenientes de
todos los departamentos de Nicaragua; donde se determind la frecuencia de la
variante polimorfica y se evalud su equilibrio segun la ley de Hardy y Weinberg en la

poblacién nicaraglienses.

En la fotografia se puede observar en el gel de poliacrilamida las bandas segun
pesos moleculares de los genotipos del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR.
En el carril 1 se muestra el marcador de tamafio molecular de 100pb, en los otros
carriles observamos los resultados de las muestras de ADN de los estudiantes. En el
carril 5 se observa el homocigoto mutado, en los carriles 6 y 7 se presentan muestras
de tipo silvestre y en el resto de los carriles se presenta el estado heterocigoto con 2
bandas (198pb y 175pb).

198 pb
175 pb

Ho WT Hz

Figura 1. Producto de PCR digeridos con la enzima de restriccion Hinfl para la determinacion de la

variante polimdrfica C677T del gen de la Metiltetrahidrofolato reductasa en muestra de ADN
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En la poblacién en estudio, se encontrd6 un prevalencia del genotipo heterocigoto
58%, con una presencia del genotipo mutado (677TT) del 16.66% y un 25.33% de

alelos silvestre (CC677) para el polimorfismo estudiado.

En los datos se puede observar que los genotipos de la mutaciéon C677T del gen de

la MTHFR se distribuyen de igual manera tanto en varones como en mujeres.

La mayoria de los participantes en el estudio fueron mestizos. Tanto en los mestizos
como en los miskitos se pudo observar una distribucion con predominio de
heterocigotos. En los mayagnas se identifico un 100% de homocigotos. (Tabla 1, ver
anexo 1: grafico 1,2 y 3)

Tabla 1. Resultados epidemioldgica de la prevalencia del polimorfismo del gen
de la MTHFR

CcC CT TT
n % N % N %

Genotipo del MTHFR 38 25.33 87 58.00 25 16.66
Sexo (M/F) 21/17 | 14/11.33| 42/45 28/30 12/13 8/8.66
Etnias:

Mestizos 36 25.88 82 58.99 21 15.10
Miskitos 2 22.22 5 55.55 2 22.22
Mayagnas/Criollos 0 0 0 0 2 100

TT: Homocigotos para variedad mutante de la MTHFR; CT: heterocigotos; CC: homocigotos para la variedad silvestre o normal

SPSS, Licenciade Bioguimica Clinica

En los quince departamentos de Nicaragua se observd una distribucion genotipica
variada. En casi todos los departamentos hubo un predominio de genotipo
heterocigoto. En la Regién Autbnoma Atlantica del Norte (RAAN) hay un predominio
de genotipo mutado (27.27%) y una menor presencia del genotipo silvestre (4.54%).
En la ciudad de Ledn se puede observar un predominio de genotipo heterocigoto, sin
embargo se encontré la mayor presencia del genotipo silvestre (33.96%). En el Esteli
al norte de Nicaragua no se encontr6 el genotipo mutado, sin embargo, tanto el
genotipo silvestre como heterocigoto se presentd en igual proporcion. (Tabla 2,

anexo 1: grafico 4)
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Tabla 2: Distribucién de genotipos en los departamentos de Nicaragua

CcC CT TT N

N % n % n % N

Ledn 18 33.96 29 54.71 6 11.32 53
Chinandega 4 21.05 11 57.89 4 21.05 19
RAAN 1 4.54 15 68.18 6 27.27 22
RAAS 3 37.5 3 375 2 25 8
Esteli 5 50 5 50 0 0 10
Matagalpa 2 13.33 11 73.33 2 13.33 15
Otros* 5 21.7 13 56.52 5 21.7 23

TT: Homocigotos para variedad mutante de la MTHFR; CT: heterocigotos; CC: homocigotos para la variedad silvestre o normal,
*Otros: Madriz, Managua, Jinotega, Chontales, Masaya, Rivas, Carazo y Rio San Juan, RAAN: Region Autonoma del Atlantico
Norte; RAAS: Region Auténoma del Atlantico Sur.

Se calculd la frecuencia alélica, encontrdndose una frecuencia para el alelo C de
0.5451% y para el alelo T de 0.4581%. (Tabla 3)

Tabla 3: Frecuenciadelos alelosCy T

Alelos | Frecuencia
C 0.5451
T 0.4581

Para evaluar la poblacion en estudio se aplicé la ley de Hardy-Weinberg, se observo
gue la poblacién se encuentra en equilibrio para la mutacion C677T del gen MTHFR.
Se aplicaron pruebas no paramétrica de Manntt Whitney, obteniéndose p<0.05 (p=
0.038), considerando los resultado con significancia estadistica (Tabla 4)

Tabla 4. Frecuencia genéticas observadas y esperadas del polimorfismo C677T
del gen de la MTHFR

Genotipo N° Frecuencias N° esperado Frecuencias X?
observado observada esperadas
CcC 38 0.2971 44.56 0.2973 0.9657
CT 87 0.4994 74.92 0.4957 1.9477
TT 25 0.2062 30.93 0.2066 1.1369
N 150 1 150 1 4.0503*
(9= 1)
p= 0.038

CC: CC677; CT: C677T,; TT: 677TT; X“: Chi Cuadrado; g.I: Grados de libertad.
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DISCUSION

Se estudiaron 150 muestras de ADN de sangre periférica de estudiantes de la
carrera de medicina, para determinar la presencia de la mutacién polimorfica C677T

del gen de la MTHFR, en relacidn a sus caracteristicas en sexo, etnia y procedencia.

La prevalencia del genotipo mutado fue de 16.6%, similar a la reportada en
poblaciones hispanicas en Estados Unidos, con un 17.7%, ltalia 15.3%, Norte de
China 19.8%, sin embargo esta prevalencia difiere de la reportada en paises con
poblaciones similares a la poblacion estudiada como Costa Rica con un 25% en
poblacién general, México 32.2%, y otras con menor presencia de la mutacion como
Canada con 5.3%, en la poblacion blanca y Asiaticos de Estados Unidos con 2.7% y
3.8% respectivamente, e Israel 8.6%(1. La mutacion del polimorfismo causa una
reduccion de la actividad enzimatica alrededor del 30% en los individuos
heterocigotos y un 60% en los homocigotos. La importancia de realizar este estudio
fue conocer la prevalencia general de la mutacion en la poblacién nicaraglense para

evaluar en un futuro los efectos de esta mutacion.

Los genotipos del gen del MTHFR se encuentran distribuidos de igual manera tanto
en los varones asi como en las mujeres, coincidiendo con lo reportado en un estudio
realizado en la poblacion de Nuevo Ledn, México y Madrid (58 79. 80) Esto puede ser
segun la ley de Hardy — Weinberg debido a que los individuos de una poblacién
contribuyen de igual manera en el pool genético, y los cruces se realizan al azar y no

por seleccion.

En América Latina se reportdé un aumento significativo de genotipo mutado en las
poblaciones américo-indias similares a la poblacién estudiada. En la poblacion en
estudio se analiz6 las etnias y se observd una distribucion genotipica acorde al
equilibrio de Hardy - Weinberg en la poblacion mestiza y miskitos, similar a la
chorotega en Costa Rica con 30.83%, los indios Yupka del oeste del Venezuela,

cinco tribus de amazonia brasilefia, e Indios de la Amazonia Parakana 15%, 7.8% y
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1.2% respectivamente (13 14.15) | os datos presentados en este estudio diferente a la
etnia guaymi en Costa Rica con una frecuencia de 70% respectivamente(12. Este
equilibrio de las etnias mestiza y miskitos se puede explicar debido a que la
poblacién en estudio cumple con las condiciones para mantener el equilibrio
poblacional donde se asume que no hay seleccidn, son poblaciones grandes, no hay
cambios en la frecuencia alélica debido a fluctuaciones al azar y si se asume que hay
migracion permitiendo la introduccion de nuevos genes en la poblacion provocando
una variabilidad genética. En las etnias criollas y mayagnas el predominio del
genotipo mutado se explica debido a que estos grupos se mantienen aislados y al
aumento de la consanguineidad por el alto grado de endogamia alteran por ende las

condiciones para que el equilibrio poblacional se mantenga sin modificacion alguna.

Al ser el primer estudio que se realiza sobre la prevalencia del genotipo del gen de la
enzima MTHFR (C677T) y exponen la frecuencia de distribucion del genotipo por
departamentos en la poblacion nicaraglense no podemos realizar un andlisis
comparativo interno, sin embargo se puede observar que en la mayoria de los
departamentos predomina el genotipo heterocigoto, con un predominio del genotipo
silvestre en la region del pacifico nicaragiense en cambio en el atlantico norte hay
una mayor presencia del genotipo mutado, similar a la distribucion de Costa Rica(?.
Esta diferencia encontrada se puede deber a las caracteristicas migratorias de
nuestra poblacién nicaragiense; la region del Pacifico colonizado predominante por
los esparioles y el Atlantico por los ingleses, los cuales mantuvieron casi intactas su

acervo genético a diferencia de los espafioles.

Se puede observar al comparar la frecuencia alélica de la poblacion en estudio con la
de otros paises, que la poblacion nicaraglense posee una distribucion similar a la del
reportada en el resto de paises en América, tales como México, Colombia y
poblacién hispana en Estados Unidos (0.547%, 0.453%; 0.513%, 0.487% y 0.577%,
0.423% respectivamente tanto para el alelo C como el T); en Europa, ltalia reporta
una frecuencia de 0.532% para el alelo C, y 0.468% para el alelo T. Sin embargo las

datos que se presentan en este estudio difieren de los reportados en Asia centro-
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occidente (India 0.990% y 0.010%; Irdn 0.755% y 0.246%; para alelo C como para el
alelo T.) Asia Oriental entre ellos China y Turquia con una frecuencia del alelo Cy T
de 0.798% y 0.202%; 0.850% y 0.150% (24,

La distribucidén de la frecuencia genotipica observada del gen de la MTHFR tiene un
comportamiento similar a la poblacion colombiana e italiana para el genotipo
silvestre 0.280% y 0.292%; para el genotipo heterocigoto 0.467% y 0.479%; y para el
genotipo mutado 0.253% y 0.229%, respectivamente, a la vez difiere de otros
paises4),
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CONCLUSION

% En la poblacion en estudio se determind0 una prevalencia de la variante
polimérfica C677T del gen de la 5,10-metiltetrahidrofolato reductasa de 16.66%
para el genotipo mutado, 58% de heterocigotos y un 25.33% de genotipo

silvestre.

s Se estimd que la poblacién nicaragiense estudiada se encuentra en equilibrio
segun la ley de Hardy — Weinberg. Con una frecuencia alélica para el alelo C de
0.5451% y para el alelo T 0.4581%. Una frecuencia genotipica observada para el

genotipo silvestre 0.2971%; heterocigoto 0.4994% y genotipo mutado 0.2062%.

s Se comparo con otros estudios similares en poblaciones latinoamericanas, donde

los hallazgos encontrados fueron similares.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios posteriores para:

X/
L %4

X/
L X4

X/
°e

X/
L X4

La deteccion de la variante polimorfica C677T del gen de la 5,-10-

metilterahidrofolato reductasa en poblaciones especificas de Nicaragua.

Realizar estudios donde se pueda evaluar la presencia de la concentracion
plasmatica de la homocisteina, el nivel de folato, el estado nutricional y la
presencia de la mutacion, debido a que los portadores de la mutacién tiene un

30% de la actividad in vitro de la enzima MTHFR.

Estudiar la presencia de la variante A1298C en los casos que presentan el
genotipo mutado 677TT, debido a que su ligamiento genético es de una distancia
de 2.1kb.

Evaluar la asociacion de la mutacion C667T del gen de la enzima MTHFR y la
presencia de patologias especificas que afectan la poblacidén nicaragiense, entre
ellas las enfermedades cardiovasculares, abortos espontaneos y cancer de colon,
mama, pulmoén y los defectos en el tubo neural; para que el personal de salud

pueda brindar un mejor abordaje en los pacientes portadores de esta mutacion.
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ANEXO 1

Grafico 1: Distribucién del genotipo del polimorfismo del gen MTHFR
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Grafico 2: Distribucién segun sexo de la prevalencia del polimorfismo del gen
MTHFR
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Gréfico 3: Distribucién segun razade la prevalencia del polimorfismo del gen

MTHFR
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Grafico 4: Distribucién de genotipos en los Departamentos de Nicaragua.
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

(Para ser sujeto de investigacion)

Actividad: polimorfismo C677T del gen de la MTHFR en los estudiantes de la facultad

de ciencias Médicas de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua - Leon.

Investigador Principal: MSc. Maria José Moreira-Espinoza Dra. Yondra Carolina

Vanegas-Padilla. Dra. Ana Yoe Cheng Chang Chan

(NTo) a0l ol (=X o L=l B RE- Yo (=] ] (<M

A- PROPOSITO DEL ESTUDIO: estimada(o) Sr (a) participante o representante
legal. EI C677T es una variante polimorfica del gen de la MTHFR que se encuentra
relacionado con multiples patologia que afectan al ser humano desde Ila
embriogénesis hasta el transcurso de su vida, heredandose de manera autosomica
recesiva. Se debe a un cambio de un aminoacido de alanina a valina, provocando
una version termolabil de la enzima que produce menor actividad influyendo en los
niveles séricos de la homocisteina. Esta enzima es clave en el metabolismo de
folatos y homocisteina, catalizando el metabolismo del acido félico y nucleétidos
necesarios para la sintesis y reparacion del DNA. Debido a que el polimorfismo no
afecta el fenotipo, este no puede ser responsable de enfermedades genéticas. Sin
embargo puede contribuir a la susceptibilidad de dicha enfermedad, por lo cual es de
gran utilidad su identificacion. Por lo que se esta realizando una investigacién para
determinar la prevalencia del Polimorfismo C677T del gen de la MTHFR en los
estudiantes de la facultad de ciencias Médicas de la Universidad Nacional Autbnoma
de Nicaragua Ledn. Motivo por el cual se le van a hacer algunas preguntas y

estudios con el fin de realizar una linea de base de esta alteracion.
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B- ¢QUE SE HARA? Si acepto participar en este estudio se me realizara lo
siguiente:

% Sele haran algunas preguntas, la informacion es confidencial.

% Se le tomard una muestra de sangre total, material nuevo, lancetas nuevas y
descartables.

% Se les realizara determinacion de la presion sanguinea, glucosa, medicion de
la cintura, una vez que se concluyan todas las pruebas, donde se indicaran
sus valores y una interpretacioén resumida de los mismos.

Este examen especial de ninguna manera va a representar un gasto econémico para
usted (es) y sOlo se requerir4 de la toma de una muestra de 5ml de sangre para esta

determinacion, la cual se obtendran en el momento.

C- RIESGOS: Al participar en este estudio no se expondra a ningun riesgo, ya que
las muestras de sangre se obtendran al igual que se toma una muestra para otro
examen de laboratorio donde todo el material a usar (agujas, jeringas, tubos) son
nuevos, estériles y desechables, por lo que no existe riesgo de infeccion o

contaminacion.

D- BENEFICIOS: Como resultado de mi participacién en este estudio, el beneficio

que obtendré conocer si presento la variante polimérfica C677T del gen de la
MTHFR.

E- He hablado con MSc. Maria José Moreira-Espinoza, Dra. Yondra Carolina
Vanegas-Padilla y Dra. Ana Yoe Cheng Chang Chan sobre este estudio y me ha

contestado todas mis preguntas.

F- Recibiré una copia de esta formula firmada para mi uso personal.

G- Mi participacion en este estudio es voluntaria. Tengo el derecho de negarme a
participar o a discontinuar mi participacién en cualquier momento, sin que esta

decision afecte la calidad de la atencion médica (o de otra indole) que requiero.
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H- Mi participacion en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer
en una publicacion cientifica o ser divulgados en una reunidén cientifica pero de

una manera anénima.

I- No perderé ningun derecho legal por firmar este documento.

J- Las muestras obtenidas para esta investigacién podrian transferirse a otros

investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Biolégico (MTA).

CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de
firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido
contestadas en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de

investigacion en este estudio

Nombre, cédula y firma del sujeto fecha

Nombre, cédula y firma del testigo fecha

Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento

fecha

Aprobacién del comité de Etica Faculta de Ciencias Médicas, Universidad Nacional Auténoma de
Nicaragua Leon.
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ANEXO 3
Instrumento de Recoleccién de datos

Polimorfismo C677T del gen de la MTHFR en los estudiantes de la Facultad de

Ciencias Médicas de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua Ledn

I. Datos Generales:

Carnet: Fecha: N° de Ficha:

Lugar de residencia (Direccion):

Nombre:

Sexo: Fem: Masc: Raza:

Departamento de Origen:

Numero de cédula: - -

Fecha de nacimiento: / /

Email:

Teléfono: Celular:

Estado civil: Soltero Casado
Peso: kgs Estatura: mts.

Circunferencia abdominal: cms
Ano lectivo: I l \Y] V VI

Hace ejercicio constante: Si No

1 dia ala Semana 3 dia ala Semana Bdia a la Semana

Il. Determinacién Molecular del Marcador genético
Alelo Silvestre CC Heterocigoto CT Homocigoto TT

Firma del Estudiante Nombre, firma del Investigador
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Hiembros Honorarios

Sletters (Ao pid)

Dra. Nubla Pacheco Solls

Presidenta

Dr. Efrén Caetelién C. -

Vice = Presidente

Dr. Orlande Morales M.
Seeretarin

Dr. mein Pineda
| Dra, Ellatte Valladares C.
Lic. Irella Romaro 8.

| Dr Jalme Granera Soto |

Furidado on la. Facultad da
Glencias Médlcas

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua \
Facultad de Ciencias Médicas - -
UNAN - Ledn

COMITL DE LTIHCA PARA INYESTIGACIONLES RIOMEDICAS (ICEN

CDROURIEL GUEVARA CHERREROT

FWADGOOA52T 1 IRBOOOO L

Leon, 28 de mayo de 2(%

ACTA No. 17

Lic. Marfa José Moreira Espinoza
Dra. Yondra Carolina Vanegas Padilla
[nvestigadoras

Sus Manos

Estimadas Académicas:

Por este medio se les informa que el CEIB recibié el trabajo de Investigacién
titulado: “Estudio piloto del polimorfismo C6771 del gen de la MTHFR en los
estudiantes de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional
Auténoma de Nicaragua — Ledn”, para su evaluacion, al respecto le comunicamos lo
siguiente: Se da por aprobade dicho trabajo, ya que consideramos que se ajusta a las
buenas prdcticas clinicas y a los principios de la Declaracién de Helsinki.

Como Comité de Etica, valoramos muy positivamente la importancia de este
trabajo y esperamos que sus resultados sean utiles. Copia de esta carta debe estar
presente en el Protocolo e informe final.

S ario del CEIB
Facultad de CC. MM.

Facultad de Ciencias Médicas

cc. Archivo
NABS/th

%

L
012: Ao del Bicentenario y Refundacion de la Universidad

/
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= ‘ " i CIHATA
— == Fax (506) 2223-1385 @ (506) 2222-1581. HSJD Ext. 2331

No. Muestra:
No. Expediente:
Procedencia:
Fecha:

Estimado Doctor (a):

En el presente estudio genético-molecular, a este paciente se le practicé el siguiente analisis:

- MTHFR C677T

Este analisis se realizO mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
y la deteccion de la mutacibn mediante enzimas de restriccion, siguiendo las técnicas
descritas, (C677T MTHFR: Kluijtmans et al., Am. J. Human Genetics 1996; 58,35-41).

L-12- ###
HHHHHH T
UNAN - Ledn
21/06/2012

En esta muestra encontrd el siguiente hallazgo:

Determinacion

Hallazgo

Interpretacion

MTHFR

Agradeciendo su atencion, se despide, atentamente:

Dra. Lizbeth Salazar S (PhD)
Especialista en Hematologia cod. 713 Profesor titular
Departamento de Ciencias Morfoldgicas
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111l CONGRESO DE INVESTIGACION de la Red Centroamericana de Exbecarios del DAAD
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Introduccion: ElI C677T es una variante polimorfica del gen de la enzima 5,10-metiltetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), el cual su actividad enzimatica reducida se encuentra relacionado con multiples
patologias que afectan al ser humano desde la embriogénesis hasta el transcurso de su vida. En
Nicaragua ha sido poco estudiado, encontrandose una frecuencia en mujeres madres de individuos con
espina bifida, de 7%, por lo que el Objetivo: del estudio fue estimar la prevalencia de la variante
polimérfica C677T del gen de la MTHFR en muestras de ADN de estudiantes de la facultad de
Ciencias Medicas de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua — Leon; para establecer una
linea base en nuestro pais, que permita continuar con estudios moleculares en poblaciones afectadas
clinicamente. Método: se realizd un estudio descriptivo de corte transversal en muestras de ADN de
estudiantes, con previa aprobacion del protocolo por parte del comité de Etica de la Facultad de
Ciencias Médicas. Para el procesamiento de la muestra se utilizd el método reportado por Frosst et al.
Resultados: se encontrd prevalencia de 21.3% para los estudiantes con genotipo homocigota, un 23.4%
para el silvestre, y una prevalencia de 55.3% de heterocigotos. Las frecuencias alélicas encontradas
paraelalelo T es de 0.4837, 0.4612 para el alelo C. Las frecuencias génicas encontradas fueron de para
los homocigotos de 0.2127, 0.2310 para los WT y 0.0995 para los heterocigotos, por lo que se puede
decir que la poblacién en estudio se encuentra en Equilibrio de Hardy-Weinberg. Estos datos se puede
observar que la variante polimorfica C677T del gen MTHFR tiene un comportamiento similar a los
estudios realizados en poblaciones similares como es la poblacién costarricense con un 25.80%. Por lo
que se pretende ampliar la muestra para lograr obtener una significancia estadistica de la poblacion
nicaraguense.
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