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Resumen

El polimorfismo C677T en el gen de la 5, 10
metilentetrahidrofolato reductasa fue analizado usando
la técnica de PCR-RFLP en 132 individuos entre los 20
y 59 afos de edad sin parentesco en la ciudad de Santa
Ana, El Salvador, a cada participante se le realizo una
evaluacion odontolégica, entrevista médica y eximenes
clinicos de Triglicéridos, colesterol y glucosa. Las
frecuencias alélicas y genotipicas fueron 677: TT=0.22,
CT=0.59, CC=0.19. La frecuencia de la obesidad en
la poblaciéon es el riesgo cardiovascular modificable
maés recurrente. Comparando las frecuencias alélicas
y genotipicas entre la poblacién con factores de riesgo
tradicionales como colesterol, triglicéridos, glucosa,
IMC no encontramos diferencias estadisticamente
significativas para la prueba de Kruskal-Walis. Los
antecedentes familiares mds frecuentes fueron
hipertensién arterial 0.47, diabetes Mellitus 0.44.
Ademas, el 0.62 de la poblacién en estudio fue clasificada
con periodontitis que fue considerada como un factor
de riesgo no tradicional cardiovascular por su accién
inflamatoria y aumento del fibrindgeno sanguineo.

Palabras claves:

C677T, Metilentetrahidrofolato reductasa, Factores de
riesgo cardiovasculares.

Abstract

The C677T  polymorphism in the 5,10
methylenetetrahydrofolate reductase gene was analyzed
using the PCR-RFLP in 132 between 20 and 59 years
old in the city of Santa Ana, El Salvador. In addition, he
performed a dental evaluation, medical interview and
clinical tests of triglycerides, cholesterol and glucose.
The allelic and genotypic frequencies were 677: TT =
0.22, CT = 0.59, CC = 0.19. The frequency of obesity
in the population is the most recurrent modifiable
cardiovascular risk. Comparing the allelic and genotypic
frequencies among the population with traditional
risk factors such as cholesterol, triglycerides, glucose,
BMI, we found no statistically significant differences
for the Kruskal-Walis test. The most frequent family
history was arterial hypertension 0.47, diabetes mellitus
0.44. The 0.62 of the study population was classified
with periodontitis that was considered in the study
as a non-traditional cardiovascular risk factor for its
inflammatory action and increase in blood fibrinogen.

Keywords:

C677T, Methylenetetrahydrofolate reductase, Car-
diovascular risk factors.
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Introduccion

El gen de la Metilentetrahidrofolato reductasa se encuen-
tra en la posiciéon cromosomal 1p36.22 en la cual se han
identificado varios tipos de cambios, algunos de las cua-
les no presentan repercusiones en el funcionamiento me-
tabolico de la enzima, el polimorfismo C677T representa
un cambio de significado (missense), que produce la co-
dificacion de un codén (triplete de nucleétido) diferente,
el cual genera un aminoécido diferente para la compo-
sicion de la proteina funcional. El interés por el gen de
la Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHEFR) y la va-
riante polimoérfica de la posicion 677 (ALA222VAL) es
conocer la frecuencia poblacional por su posible relacion
en la predisposicion de enfermedades cardiovasculares
cuando se analiza conjuntamente con otros polimorfis-
mos o bien con alguna condicién médica adyacente, ya
que dificilmente un solo polimorfismo puede explicar
una enfermedad compleja.

El cambio C677T ha sido relacionado con la elevacién de
la homocisteina, por lo que se ha definido que en pacien-
tes con homocistinuria debido a deficiencia de MTHFR
se elevan los niveles plasmadticos de proteinas unidas a la
homocisteina, incluido el fibrinégeno protrombético ().

La MTHER se encarga del reciclaje de la homocisteina a
metionina en el portador del polimorfismo la reaccién es
lenta porque la enzima es termolabil, y por tanto menos
eficiente, se acumula homocisteina en el organismo sien-
do un marcador de riesgo cardiovascular pacientes (1) (2)

Frecuencia alélica:

Diferentes investigaciones sugieren que la distribucién
de la genética poblacional es importante incluso desde
el punto de vista étnico, en un estudio de 101 caucési-
cos y 102 afroamericanos, se encontré que la frecuencia
homocigota para la forma termoldbil, 6777, era de 0,06
en caucasicos y de 0,02 en afroamericanos la mds baja
reportada en la region americana, mientras que en Lati-
noamérica la frecuencia del polimorfismo es claramente
mayor (Tabla 1).
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s Tabla 1: Cuadro de clasificacion sintomatolégica de
la enfermedad vascular periférica

41

Ref 49 0,980 0,020 0,000 3
Estados
Unidos oo 0821 0,156 0,065 4
(afroameri-
€anos)
Estados
Unidos 307 0,485 0,450 0,065 5
(caucasicos)
Brazil 111 0,369 0,478 0,153 6
México 631 0,337 0,419 0,244 7
Colombia | 150 0,280 0,467 0,253 8
Italia 236 0.292 0.479 0.229 9
Francia 133 0.375 0.526 0.098 4
Jap6n 778 0.434 0.464 0.015 4
China 398 0,163 0,525 0.312 10

Fuentes: distribucién de variacion alélica del polimorfismo C677T.

Las investigaciones de la frecuencia polimorfica,
han desarrollado una metodologia de investiga-
ciéon por asociaciéon con las patologias cardio-
vasculares como; accidente cerebrovascular is-
quémico, isquemia cardiaca y trombosis venosa,
esto debido a su asociacion de implicancia con los
factores de coagulacién con la perdida recurrente
de embarazos, de ser establecida una frecuencia
elevada del polimorfismo genético, también pue-
de relacionarse con la alta frecuencia de este tipo
de enfermedades (Tabla 2).
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m Tabla 2: Estudios relacionados con el polimorfismo
C677T y manifestaciones clinicas.

Poblacién en estudio Odds ratios
Patologia Genotipo Referencia
Casos Controles (95% CI)

ACV isquémico 1533 2786 TVSC 1.46 (1,19-1,79) 11
Isquemia 12193 11945 | TTvscC |1.21 1,06-1,39)| 12,13
cardiaca

La trombosis

venosa 8364 12468 TT vs CC |1.20(1,08-1,32) 14
profunda
Pérdida

recurrente de 2120 2949 CCvsTT |1.40(1,11-1,77) 15

embarazos

Fuente: Estudios de comparacién de distribucién de variaciones alélicas en pa-

cientes con manifestaciones clinicas.

Materiales y métodos:

Esta fue una investigacion de tipo descriptivo con
disefio transversal que se realizé de junio 2017 a
marzo del 2018, en la cual se determiné la variacién
alélica del polimorfismo C677T y factores de
riesgo cardiovascular en poblacién de Santa Ana,
El Salvador, la muestra estuvo constituida por 132
voluntarios, 95 mujeresy 37 hombreslos cuales fueron
seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios
de inclusién: originarias del departamento de Santa
Ana, mayores de 20 afios de edad aparentemente
sanos, no consanguineos con otro participante, con
el consentimiento informado aprobado por el comité
de ética de la Universidad Auténoma de Santa Ana.

A los participantes se les extrajo una muestra de
sangre que se obtuvo por venopuncién que cons-
to de dos tubos uno para muestras clinicas y otro
para extraccion de ADN, los datos de factores de
riesgo cardiovascular, fueron obtenidos mediante
una entrevista y examen clinico. Posteriormente
el ADN se obtuvo mediante un proceso de ex-
traccién y purificacién usando la técnica de co-
lumnas gel, con el kit de invitrogen purelink ge-
nomic DNA siguiendo el protocolo establecido
por el fabricante y almacenada a — 20° C hasta
su procesamiento que no excedié los 6 meses.

El andlisis del polimorfismo se realizé la am-
plificaciéon del ADN por PCR de un fragmen-
to del gen que codifica para la MTHFR humana
sobre el que se detecta la presencia o ausencia
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Se realizé la carga 20 ul de cada producto de amplifi-
cacion digerido y del marcador de peso molecular en
gel de agarosa al 2% pretenido con Red gel (20 ug/ml).

de un cambio de base mediante digestion con una en-
zima de restriccion (RFLP), con el uso del kit MTHFR
C677T para investigaciéon ATGen (Reg. MSP 1734).

La amplificacién de ADN se llevé acabo siguiendo los
protocolos del fabricante ATGen como se describen
a continuacion: mezcla de reaccién 18 ug/ml se le
agrego 2 ug/ml de taq polimerasa y 2 ug/ml de ADN
el cual se proces6 en un Termociclador marca Lanet;
30 ciclos de 94.°C/0:30", 59 °C/0:30", 72 °C/0:30" con
una desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 94 °Cy
una extension final de 3 minutos a 72 °C. El producto
amplificado fue 225 pb el cual fue testeado en una
agarosa al 2%, posteriormente se sometié a digestion
con la enzima Hinfl a una temperatura de 37 °C por
toda la noche y finalmente a 10 minutos a 65 °C, se
conto con un control positivo y negativo provisto por
el fabricante para el control de las reacciones, el cual
podria identificar el producto digerido y no digerido,
los resultados esperados fueron 203 pb alelo normal
y 180 pb alelo mutado.

Posterior al protocolo se realizé la carga 20 ul de cada
producto de amplificacién digerido y del marcador
de peso molecular en gel de agarosa al 2% pretefiido
con Red gel (20 ug/ml).

Se permitié su migracién a 95 voltios, hasta que el
colorante azul de bromofenol del buffer de carga tuvo
un recorrido de 3,5 cm en la agarosa, la cual se visua-
lizé en un equipo ENDURO GDS transiluminator a
302nm a 420 nm UV.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el co-
mité de ética de la Universidad Auténoma de Santa
Ana, el cual estd avalado el comité de ética nacional
de investigacién de salud de El Salvador, este pro-
tocolo se adhirié a los principios para las investi-
gaciones médicas contenidos en la declaracién de
Helsinki, en el cual se garantiz6 que la participacién
fuera totalmente voluntaria, la cual se hace constar
mediante la firma del respectivo consentimiento in-
formado individual. El estudio respeta los principios
éticos y legales recogidos por los derechos al paciente
decreto 307, articulo 16 que refiere los lineamientos
del Consentimiento Informado en Casos de Investi-
gacion Médica del El Salvador.
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Resultados

De las 132 muestras validadas para el estudio, 110
fueron menores a los 50 anos de edad (83.3%) siendo
en su mayoria mujeres (72%) las participantes del es-
tudio, dato que no afecta la finalidad del estudio.

El 55% de los participantes no tenia ningtn historial
clinico de antecedente personal considerado como
riesgo cardiovascular, cabe destacar que se puede
considerar la frecuencia del colesterol y triglicéridos
altos como marcador de riesgo en un 26% de los par-
ticipantes, la hipertensién arterial (16%) también es
uno de los antecedentes con mayor frecuencia, es in-
teresante valorar que la media de los resultados de la
quimica sanguinea es de 207 mg/dl para colesterol,
200 mg/dl para triglicéridos lo cual es considerado un
factor de riesgo cardiovascular, también la media de
glucosa presente en la poblacién estudiada fue de 105
mg/dl, ninguno de los datos mencionados presenta-
ron diferencias entre hombres y mujeres (Tabla 3).
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= Tabla 3: Indices determinantes de riesgo cardiovascular en lo poblacién

Glucosa 113+45 | 101+33 | 105+37 53 280
colesterol 213+56 | 204+52 | 207 +53 102 363
Trigliceridos 269+335 | 173+160 | 200 + 226 30 1840*
Presién arterial sistélica | 118+ 16 116+12 | 117 +13 -- -
Presion arterial diastélica|] 78+ 10 75+9 76+ 9 - -
IMC 276+57 | 299+56 | 29.3 £5.7 - —

MC: indice de masa corporal.
*valor controlado

Fuente: Exdmenes clinicos y métricos realizados a los asistentes a la investigacion.

La medicién de los Indices de masa corporal (IMC)
en los sujetos de estudio, establecié que la poblacién
estudiada presentaba indices de masa corporal supe-
riores a los considerados normales (<25), (Sobrepeso
>25 H=0.49, M= 0.34) (Obesidad >30 0.24 0.47) lo
cual es un indicador de problemas de alimentacidn,
asi como de estilo de vida sedentarios y los cuales
son factores de riesgo modificables que aumenta el
prondstico de padecer una enfermedad cardiovascu-
lar. El porcentaje de obesidad en las mujeres es ma-
yor con respecto al encontrado en el sexo masculino
(47% vs 24%), en su totalidad solo un bajo porcentaje
de la poblacion total (21%) se encuentra dentro de lo
considerado como normopeso.

La frecuencia alélica fue determinada en frecuencias
y porcentajes, a través de la formula siguiente:

1 alelos (a)
" total de alelos (a + A)

X100

Frecuenciaalelica =

La variante alélica del polimorfismo C677T fue en-
contrada de forma homocigota con una frecuencia
del 0.22, mientras que el porcentaje del alelo T en la
poblacion estudiada es del 52% (Tabla 4) (Figura 1)

Figura 1 - separacién de fragmentos de

biologia molecular

Las bandas 203 pb para productor normal, y 180 pb
para producto mutado, el control positivo proporcio-
nado por el fabricante indica la forma heterocigoto de
los alelos. PM: peso molecular, C-: control negativo;
C+: control positivo; 1 — 4: muestras.

Fuente: resultados de corrida por PCR punto final, ima-
gen tomada con transiluminador ENDURO™ GDS Gel.
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m Tabla 4: Distribucién genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo C677T en

poblacién aparentemente sana

677 TT 29 0.22

677 CT 78 0.59

677 CC 25 0.19
Frecuencia alélica de C (%) n=128* 48%
Frecuencia alélica de T (%) n=136* 52%
Genotipos Observados Esperados
CcC 25 30.3

CT 75 644

TT 29 34.3

EHW 132 0.063*

Equilibrio de Hardy-Weinberg EHW (r>0,05).

677 T'T: homocigoto mutado; 677 CT: heterocigoto; 677 CC: homocigoto normal. *Total de alelos.

Fuente: Resultados de PCR punto final representada con la distribucion alélica obtenida.

Se realizé una subdivision de muestras seguin las eda-
des de los participantes para realizar un andlisis de
los genotipos obtenidos, comparando las frecuencias
esperadas y las observadas mediante el equilibrio de
Hardy-Weinberg. Estas comparaciones se realizaron
valorando las frecuencias de los genotipos y la frecuen-
cia porcentual del alelo T, En las cuales se encuentran
diferencias en el equilibrio de Hardy-Weinberg (p =
<0,05), encontrandose un exceso de los heterocigotos
observados con relacién a los esperados, las mues-
tras menores a 59 afos se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg lo que sugiere que no existe ninguna
fuerza de seleccién poblacional en el grupo investiga-
do, cuando la muestra se analiza de forma grupal, la
muestra se encuentra en desequilibrio.

Discusion:
La frecuencia de los genotipos de la MTHER 677 se
distribuye similarmente en toda Latinoamérica, con las
frecuencias mas altas México y en Africa mas bajas del
alelo T, en comparacién con la frecuencia encontrada
en esta investigacién (0.22) es muy cercana a las
reportadas en los paises latinoamericanos de México y

poblacién colombiana, y muy distante de la pobla-
cién de caucdsicos en los Estados Unidos de Amé-
rica, Europa, India y Africa, lo que comprueba que
las distintas frecuencias encontradas en Etnias son
diferentes.

Sin embargo, la alta frecuencia del alelo T parece
tener explicacion en lo que detallan algunos inves-
tigadores, quienes lo han explicado como parte de
la suplementacién de acido félico y hierro, con lo
que disminuyé la influencia de la variante por su
linea directa con los folatos, lo que puede propi-
ciar que este polimorfismo no tenga repercusién
selectiva dentro de nuestro entorno, por lo que si
es posible esta intervencion, se puede deducir que
el mejoramiento de las condiciones nutricionales
interfiere directamente en la salud y tiene un abor-
daje desde la perspectiva molecular que se puede
investigar en la historia evolutiva de la regién lati-
noamericana, la cual serfa conveniente abordar ya
que aun existen comunidades indigenas y aisladas
que no han sido parte de estas intervenciones.

Con respecto a los resultados los porcentajes del
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homocigoto T (22%) y alelo T (52%) son también se-
mejantes a las frecuencias mas altas reportadas del
polimorfismo MTHEFR C677T en México y Colom-
bia.

El alelo T parece estar sometido a una presion de se-
leccién positiva dentro de la poblacién, dado su alto
porcentaje podria explicarse por la suplementacion
con acido félico y otros folatos incluidos hace ya al-
gunas décadas en los granos bdsicos que consume la
poblaciéon en general, aunque la poblacién mayor de
50 afos es escasa y solo conto con 22 participantes,
esta poblacién se encuentra en equilibrio y no pre-
senta la condicion selectiva del alelo T, lo cual seria
interesante medir en poblacién mayor o en poblacién
indigena de la zona, de esta manera poder evaluar si
la suplementacién tiene una incidencia en la eleva-
cién del alelo T en la poblacién general.

En cuanto a los factores de riesgo cardiovascular mo-
dificables, se puede evidenciar una elevada frecuen-
cia de sobrepeso tanto en hombres como en mujeres,
aunque las personas que participaron del sexo feme-
nino tienen indices méds altos de obesidad, los perfiles
de alimentacién analizados en base a la entrevista cli-
nica sugieren ingesta baja en calorias y la valoracién
de los participantes en cuanto a llevar un estilo de
vida sedentaria es baja, lo cual resultan contradicto-
rios, esto se podria explicar como la falta de infor-
macién que poseen las personas sobre los alimentos
que consideran saludables, asi como también lo que
consideran actividad fisica necesaria para llevar una
vida saludable, factores que sin duda condicionan la
salud cardiovascular, por el alto contenido de alimen-
tos procesados que han ingresado en el mercado en
los tltimos anos, factor que hace unos 40 aiios no era
considerado.

El disefio de esta investigacién permitié describir la
frecuencia del polimorfismo MTHFR C677T en la
poblacién aparentemente sana y los factores de ries-
go cardiovascular mas frecuentes en dicha poblacién,
esta investigacién aporta datos nacionales que pue-
den ser comparables con las cifras reportadas en es-
tudios anteriores de frecuencia alélica en poblacion
latinoamericana y diferenciales segin al relacionar-
los con datos registrados en etnias distintas como las
caucdsicas y afroamericanas.

La frecuencia del genotipo TT sugiere que el valor
predictivo hacia algunas enfermedades es escaso, por
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o que algunos de los test comerciales que se estan
ofreciendo a poblacional general en los ultimos
anos, que cuentan con tres o cuatro polimorfis-
mos que incluyen el C677T de la MTFHR como
valor predictivo debe considerarse como poco
probable y no debe de ser utilizado desde el pun-
to de vista comercial del personal de salud sin una
valoracion del costo beneficio para el paciente.

Declaracion de conflictos de interés

No existe conflicto de intereses por parte de los in-
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