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Resumen

Se realizd un estudio genético — poblacional en dos grupos etarios de poblacién
colombiana con la finalidad de evaluar las diferencias genéticas relacionadas con
el polimorfismo MTHFR 677C—->T, en busca de eventos genéticos que soporten la
persistencia de este polimorfismo en la especie humana, debido a que este ha
sido asociado con multiples enfermedades. De esta manera, se genotipificaron los
individuos, se analizaron los genotipos, las frecuencias alélicas y se realizaron

diferentes pruebas genético-poblacionales.

Contrario a lo observado en poblaciones colombianas, previamente publicadas, se
identificé la ausencia del equilibrio Hardy-Weinberg en el grupo de los nifios y
estructuras poblacionales entre los adultos, lo que sugiere diferentes historias
demograficas y culturales entre estos dos grupos poblacionales al tiempo, lo que
soporta la hipotesis de un evento de seleccion sobre el polimorfismo en nuestra

poblacion.

De igual manera, nuestros datos fueron analizados junto con estudios previos a
nivel nacional y mundial lo cual sustenta que el posible evento selectivo es debido
a que el aporte de acido félico se ha incrementado durante las dltimas dos
décadas como consecuencia de las camparfas de fortificacion de las harinas y
suplementacién a las embarazadas con acido fdlico, por lo tanto aqui se propone
un modelo de seleccidén que se ajusta a los datos encontrados en este trabajo se

establece una relacién entre los patrones nutricionales de la especie humana a



través de la historia que explica las diferencias en frecuencias de este

polimorfismo a nivel espacial y temporal.



1 Introduccidn

El folato es una vitamina esencial indispensable para el mantenimiento de la
homeostasis celular, se encuentra como folato en las fuentes naturales y como
acido fdlico en fuentes sintéticas. El folato y el acido folico son metabolizados en el
ciclo del acido fdlico cuya enzima principal es la MTHFR. Esta enzima esta
involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular, por medio de la
regulacion de importantes procesos tales como la produccion de purinas y
piridinas por lo tanto la replicacion del ADN, produccion de aminoacidos, procesos
de metilacion de acidos nucleicos, lipidos y proteinas y regulacion de la sintesis de
homocisteina. Se ha observado que variantes que generan disminucion en la
funcién enzimética producen un sinnimero de fenotipos que pueden comprometer

el componente celular y asi la salud de los individuos que las presentan.

El polimorfismo 677 C->T de la MTHFR es una variante termolabil que se
relaciona con una reduccién en la capacidad enzimatica residual leve— moderada
(35-45%). Esta variante se ha correlacionado con susceptibilidad para multiples
estados de enfermedad en el humano, entre los que se encuentran defectos del
tubo neural (NTDs), hipermocisteinemia, homocistinuria, y otros que se han
evidenciado en pacientes adultos como enfermedad cardiovascular, cancer,

enfermedad de Alzheimer, entre otros.

La frecuencia y distribucion de este alelo en la poblacién general, revela una
amplia variacion regional y étnica, encontrandose en mayor frecuencia en

poblaciones de Norteamérica, México, Italia y en ciertas poblaciones caucasicas, a



diferencia de la baja frecuencia en poblaciones afroamericanas y, ain mas, en

poblaciones africanas.

Estos cambios poblacionales han sugerido posibles eventos de ventaja selectiva
para el alelo 677T en ciertas poblaciones, el cual puede ser beneficiado por el
ambiente. Se han postulado varias hipétesis que respaldan este efecto selectivo;
entre estas se encuentra la hipétesis de interaccion gen-nutriente, la cual sugiere
que el aporte de folatos o acido félico estabilizan la enzima termolabil logrando
una actividad enzimética casi similar a la enzima silvestre y las diferencias en la
frecuencia del alelo 677T entre la poblacién humana en la actualidad es justificada
por el incremento en el uso del &cido félico durante las dltimas décadas
consecuencia de las medidas de salud publica de fortificacion de las harinas y
suplementacién a las embarazadas con acido folico para la prevencion de

defectos del tubo neural (DTN).

La suplementacion y las campafas de fortificacion de las harinas con &cido félico
en Colombia se establecieron a partir 1996. Por lo tanto, este estudio se centra en
evidenciar los cambios de las frecuencias del alelo 677C>T de la MTHFR en la
poblacién colombiana nacida antes del afio 1976 y nifios nacidos después del afio
2000, con el fin de establecer y explicar el posible evento de seleccién sugerido

por la hipétesis de interaccion gen-nutriente.

Para esto, se realizé un estudio genético-poblacional que incluyé la evaluacion de
los genotipos y el analisis de las frecuencias alélicas entre estos dos grupos
poblacionales, a su vez se analiz6 el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), se

realizaron estimaciones de heterogeneidad y de estructura poblacional.



Finalmente, se analizaron los datos bajo el modelo de seleccién a favor del
heterocigoto y los hallazgos se compararon con otros trabajos realizados a nivel
nacional e internacional, ademas se plantearon modelos con los cuales se pueden
explicar las diferencias del polimorfismo MTHFR 677C->T entre los grupos

humanos.



2 Marco tedrico

2.1 Folatos y el acido Félico

Folato es el nombre genérico de una gran familia quimicamente similar conocida
como vitamina B9(1). El folato es usualmente obtenido de fuentes naturales y en
algunos casos de fuentes sintéticas (suplementos dietarios o alimentos
enriquecidos) en forma de acido folico(1,2).

En 1931 Lucy Wills demostré que el extracto de levadura fue efectivo para el
manejo de la anemia macrocitica(3). Posteriormente, varios investigadores
identificaron el compuesto que producia la mejoria clinica de la anemia
macrocitica y a su vez determind que este compuesto era comun en vegetales de
hoja verde, como la espinaca, por lo cual lo nombraron folato del latin folium
(hoja)(4).

Los humanos no sintetizan el folato, asi que dependen Unicamente de la
disponibilidad de fuentes externas. El folato se encuentra en mdultiples alimentos,
entre estos, visceras como el higado y el rifién, los vegetales de hoja verde, los
granos y las frutas citricas (Tabla 1. Anexo 1). Adicionalmente, algunas fuentes
con moderado contenido de esta vitamina, tales como pan, papas y harinas de
cereales, son consumidas actualmente en grandes cantidades debido a que
contribuyen ampliamente en la ingesta total de esta vitamina(1,2). Los folatos
presentan un anillo de pteridina, un acido p-aminobenzoico y un acido glutamico
(2,5) (Fig 1). Los compuestos pertenecientes a esta familia difieren en el estado de
oxidacion de su anillo de pteridina, el nimero de residuos de acido glutamico y la

unidad de un carbono (metil, metilen, metenil, formil o formimino) en la posicion N5



o N10(1,2,5). Comunmente se encuentra en fuentes naturales en forma
poliglutamica (folilpoliglutamatos), mientras que las formas sintéticas (denominado
acido folico) (presentaciones disponibles Tabla 2. Anexo 1) se encuentra en forma
monoglutdmica o de pteroilmonoglutamato (PteGlu). Debido a que al estar
completamente oxidada es més estable, por lo que es resistente a la degradacion,
esta presentacion alcanza una alta biodisponibilidad (alrededor del 98%)(6), lo
cual contrasta con la baja biodisponibilidad evidente de los folatos provenientes de

fuentes naturales (alrededor del 30%)(6).

OH . 0 COOH
N 10 Il |
? NH C—NH —CH
N “CH, ~ |
CH,
! |
NH, N N C|H2
8
COOH
L 4 *o ¢ L4
pteridina d4cido p-aminobenzoico acido glutamico

acido pteroilglutamico (acido fdlico)

Figura 1. Estructura quimica del acido pteroilglutamico.
Tomado de Varela et al. 2000(7)

2.1.1 Absorcion y metabolismo del folato.

Los folilglutamatos pierden sus residuos glutamicos a nivel gastrointestinal y son
convertidos a monoglutamatos, reaccion catalizada por la pteroilpoliglutamato
hidrolasa presente en el enterocito. Los monoglutamatos asi formados, y los que
proviene de fuentes sintéticas (acido fdlico), ingresan al enterocito tanto por

trasporte activo como por difusién pasiva. Posteriormente, son trasferidos al



plasma sin mas transformaciones, a excepcién de una pequefia parte que es
reducida y metilada para dar lugar a 5-metiltetrahidrofolato (CHsTHF)(7)(Eig 2).

El CHsTHF pasa a la circulacion periférica y se difunde en otros tejidos, mientras
que los derivados monoglutdmicos se metabolizan en el higado, donde son
reducidos a dihidrofolato o tetrahidrofoalto y son metilados a CHsTHF, forma en la
cual cumplen sus funciones directamente(6)(Fig 2). En el higado son almacenados
como poliglutamatos alcanzando reservas entre 5-10mg, suficientes para cubrir las
necesidades de cuatro meses(7).

La principal forma circulante de los folatos es el CH3THF (Eig 2); este se encuentra
unido a la albumina y a la proteina de uniéon a folatos, sin embargo, la tasa
plasmética de folatos es de 10-30nmol/l mientras que en eritrocitos es de 10 a 30
veces mas alta(7).

En los tejidos el folato se encuentra principalmente como derivados
poliglutamados cumpliendo sus funciones en el ciclo de un carbono(1), el cual sera
explicado méas adelante. Los 6rganos mas ricos en folatos son el higado y el
cerebro, siendo la tasa de folatos en liquido cefalorraquideo tres a cuatro veces
superior a la plasmatica(7).

Durante el ciclo de un carbono se forman nuevamente folatos monoglutamatos
que son poliglutamados por la folilpoliglutamato sintasa forma en la que

permanecen retenidos en el interior de la célula(1)(Fig 2).



FOLILPOLIGLUTAMATO MONOGLUTAMATO

Dieta
MONOGLUTAMATO MONOGLUTAMATO . .
Gastrointestinal
MONOGLUTAMATOS CH,THF ;
Enterocito
MONOGLUTAMATOS CH;THF . .
Circulacion
MONOGLUTAMATOS CH;THF
DHF THF
THF CH5;THF POLIGLUTAMATOS ,
Otras células
POLIGLUTAMATOS
Hepatocito

Figura 2. Absorcion y metabolismo de los folatos y su distribucién en diferentes
compartimientos.
Modificado de Varela et al.2000 (7)

Los folatos son eliminados del organismo a través de las vias fecal y urinaria. En
la via fecal se eliminan folatos procedentes de la alimentacion y que no son
absorbidos (aproximadamente un 20%), de la secrecion biliar y de la sintesis de
las bacterias intestinales, sin embargo, estos folatos pueden ser reabsorbidos,
estableciéndose un ciclo entero-hepético(7).

A traveés de la orina se eliminan los folatos metabolizados como pteridinas y acido
benzoilglutamico. Aproximadamente son eliminados por esta via entre 1-10 pg /dia

de estos metabolitos(7).



2.1.2 Acido félico, defectos de tubo neural y salud publica.

El 4cido félico ha llamado gran interés en la comunidad cientifica por su efecto de
prevencion primaria y prevencion en la recurrencia de los defectos de tubo neural
(NTDs)

Los defectos de tubo neural (NTDs, por sus siglas en inglés) son el espectro de
malformaciones congénitas mas comunes, con una incidencia global de mas de
300.000 casos nuevos por afio y con una mortalidad elevada de 41.000
muertes/afio aproximadamente.

Las primeras descripciones del efecto preventivo del acido félico sobre los NTDs
fueron hechas por Hibbard en 1964(8). Subsecuentes estudios caso-control,
aleatorizados y no aleatorizados de suplementacidon con acido félico y
multivitaminicos en mujeres gestantes evidencian reduccion en la incidencia de
NTDs entre 35 - 75%(9-11).

Estos y muchos otros estudios, econémicos y de salud publica, acerca del efecto
preventivo sustentan la puesta en marcha de campafias y legislaciones a nivel
mundial con el fin de iniciar la fortificacion de las harinas con acido fdlico y la
suplementacion a las gestantes para prevenir los NTDs.

Por su parte, el departamento de salud y servicios humanos de la FDA (US Food
and Drug Administration) reglament6 e hizo mandatoria en los Estados Unidos la
fortificacion de las harinas con aproximadamente 140ug de acido folico por cada
100g de harina y la suplementacion a las gestantes en el periodo periconcepcional

con minimo 400ug/dia de acido félico al menos un mes antes y durante el primer



trimestre de embarazo. Esta dosis se incrementara hasta 5mg/dia en mujeres
embarazadas con antecedentes de NTDs.

Segun esta reglamentacion, las pautas anteriores debieron ser instauradas a partir
del 1 enero 1998 en ese pais(12). A partir de los mismos estudios se realiza la
recomendacion de las FDA y la OMS para que se lleve a cabo la fortificacion y
suplementacion en todos los paises. A la fecha, aproximadamente cincuenta y tres
paises tiene regulaciones para la fortificacion obligatoria de las harinas con &cido

félico (entre 40-220 pg/ 100g de las harinas)(13,14) (Fig 3).

Figura 3.Paises con regulaciones para la fortificacion de las harinas. En azul se marcan los paises
que han implementado de manera obligatoria la fortificacién, en blanco los que no la han
instaurado.

Tomado de Imbard et al.2013(13)

Colombia se situa entre los paises que han reglamentado la fortificacion de las
harinas (Fig 3), con el decreto 1944 de 1996, donde se establece la obligatoriedad
de la fortificacion de la harina de trigo que se comercializa en el territorio nacional

con vitamina B1, vitamina B2, niacina, &cido folico y hierro(15) (Tabla 1). La



implementacion de este decreto inicio el 28 de octubre 1996 en todo el territorio

nacional.
Micronutriente Cantidad minima (Mg/Kg)
Vitamina B1 o Tiamina 6 mg
Vitamina B2 o 4 mg
Riboflavina

Niacina 55 mg
Acido Félico o Folato 1.54 mg

Hierro 44 mg
Calcio (Opcional) 1280 mg

Tabla 1. Cantidades minimas de micronutrientes por cada kilogramo de harina, con los que
debe ser fortificada la harina de trigo en el territorio colombiano(15).

Por otra parte, la reglamentacion acerca de la suplementacion a las gestantes en
periodo periconcepcional en Colombia se hace reglamentaria con la resolucion
412 del 2000 la cual establece a las normas técnicas y guias de atencién para el
desarrollo de las acciones de proteccion especifica, deteccion temprana y atencién
de enfermedades de interés en salud publica y enfatiza que para la prevencion de
los defectos del tubo neural la administracion durante el periodo preconcepcional
se haré al menos cuatro semanas previas a la gestacion (1 mes) y en las primeras
doce semanas, y la dosis sera de 4 mg/dia en mujeres con antecedente de hijo
con NTDs o en tratamiento con medicamentos que aumenten su incidencia (ej.
Metrotexate, acido valproico, etetrinato, entre otros) y de 400 ug/dia, en gestantes

sin estos antecedentes(16).



2.1.3 Genética de los defectos de tubo neural.

Los NTDs son causados por falla del cierre del tubo neural durante la
embriogénesis en el periodo postconcepcional, periodo que abarca los dias 21 al
28, y su presentacion clinica puede cursar desde anencefalia (forma mas severa 'y
letal de los NTDs) hasta espina bifida, forma menos severa que puede causar
diferentes niveles de discapacidad segun su severidad(13,17). Los NTDs son
considerados defectos multifactoriales con heredabilidad de hasta el 60%(18).

Experimentos en modelos animales y estudios de asociacién basados en familias
(43-45), han permitido el descubrimiento de multiples genes candidatos asociados
a los NTDs, evidenciando comunmente multiples genes que participan en el ciclo
del folato y la metionina (46,47), siendo el gen MTHFR uno de los mas

estudiados(17,19).
2.2 Aspectos genéticos del gen MTHFR

El gen MTHFR fue aislado por primera vez a partir de ADNc de higado de
cerdo(20). Con su aislamiento y secuenciacion se logré identificar el ADNc en
librerias de ADN humano, encontrandolo en el locus 1p36.22(21).

Este gen consta de 11 exones(22) y presenta ciertas particularidades a nivel de
ARN ya que se han evidenciado diferentes tamafios en los transcritos —2.8, 7.2,
7.7 y 9.5kb— los tres primeros en todos los tejidos y el Ultimo, de manera particular,
en cerebro, musculo, placenta y estbmago(22,23). Las diferencias en el tamafio de
los transcritos han sido explicadas por sitios alternativos del inicio de la

transcripcion, multiples sitios de poliadenilacion y splicing alternativo(23,24). Los



mayores niveles de expresion de este gen se han encontrado en testiculos y rifidn,
siendo menor en los dem@s tejidos pero constante(23-25).

2.3 Proteina MTHFR

Estructuralmente la MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa) es una
flavoproteina de 656 aminoacidos con un peso molecular aproximado a
77kDa(26). En humanos se han encontrado diferentes isoformas de MTHFR
siendo las mas comunes aquellas con pesos de 77kDa y 70kDa(22,27-29).

La MTHFR es una enzima citosélica, se encuentra en forma de homodimeros(26)
y su funcién es altamente dependiente de su cofactor flavin adenin dinucleétido
(FAD) (26,28,30). Cada dimero de MTHFR permanece unido por enlaces no
covalentes(26) y sus monomeros contienen un dominio catalitico N-terminal que
se une al cofactor FAD y un dominio C-terminal o dominio regulador(30-32) que
se une alostéricamente a S-adenosilmetionina (AdoMet [SAM]) produciendo un
efecto inhibitorio en respuesta al contenido de metionina en la célula(26).

Esta enzima pertenece a la familia de proteinas denominadas
metilentetrahidrofolato reductasa. Esta familia se caracteriza por presentar un
dominio comun y altamente conservado, homénimo, el cual estructuralmente esté
caracterizado como un dominio barril TIM (triosa fosfato isomerasa)(30,31) e
incluye las  5,10-metilentetrahidrofolato  reductasa  bacterianas y la
metilentetrahidrofolato reductasa encontrada en eucariotas(30). Estas dos
enzimas difieren entre ellas debido a que la ultima solo puede usar NADP* como
aceptor, mientras que la primera es flexible respecto al aceptor(28,30,33) La

funcidn de estas dos enzimas (la bacteriana y la eucariota) es la misma: funcionan



como un componente clave en la via del metabolismo del folato, catalizando la
conversion irreversible de 5,10-metilenetetrahidrofolato (CH2THF), un donador de
carbono para la biosintesis de nucleétidos, en 5-metilentetrahidrofolato (CH3THF)
el mayor donador de carbono en la sintesis de metionina (Met) a partir de
homocisteina (Hyc)(26,27,30,34).

2.4 Ciclo de un carbono y la MTHFR

El metabolismo de un carbono estd involucrado en dos procesos fisioldgicos
esenciales: sintesis de bases nitrogenadas, requerido para la sintesis y reparacion
del ADN y el ARN a través del ciclo del folato y la metilacién de biomoléculas a
través del ciclo de la metionina(26,31), procesos que mantienen la homeostasis
celular. Estos dos ciclos estan eficientemente balanceados a traveés de cuatro
reacciones fundamentales anabdlicas y catabdlicas:

1. Biosintesis de novo de purinas(anabdlica)(1,31)

2. Biosintesis de novo de timidilato y pirimidinas (anabdlica)(1)

3. Remetilacion de homocisteina (Hyc) (anabdlica)(1,26),

4. Transulfuracion de la homocisteina (Hyc) (catabdlica)(26,35)
La primera de éstas s6lo ocurre cuando los nucle6tidos purinicos no estan
disponibles por la via clasica de su formacién. Durante este proceso es requerido
el formiltetrahidrofolato(CHOTHF) para afadir los carbonos C2 y C8 del anillo
purinico, lo cual ocurre tanto en el citoplasma como en el nacleo(34).
El CHOTHF es también un sustrato para la segunda reaccion (biosintesis de
timidilato) debido que puede ser reducido a meteniltetrahidrofolato (CHTHF) por la

metenilentetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD1) y posteriormente a 5, 10-



metiltetrahidrofolato (CH2THF) (Eig_4. Ciclo del folato, flechas violeta)(1,34). De
igual manera, el CH2THF puede también ser obtenido en el citoplasma a partir de
serina y tetrahidrofolato (THF) esta reaccion es catalizada por la enzima serina
hidroximetiltransferasa (SHMT)(Eig 4. flechas verdes)(34).

El CH2THF es un cofactor para la metilacion de deoxiuridina monofosfato (dUMP)
a deoxitimidinamonofosfato (dTMP) en una reaccion catalizada por la timidilato
sintasa (TS). En esta reaccion, CH2THF funciona como donador de un carbono
generando dihidrofolato (DHF). La dihidrofolato reductasa (DHFR) regenera el
THF (Eig 4. Ciclo del folato, flechas azules entrecortadas)(34).

Alternativamente, el CH2THF puede ser reducido a 5-metiltetrahidrofolato
(CHsTHF) en una reaccién dependiente de NADPH por la enzima MTHFR (Eig 4.
Ciclo del folato, flecha roja)(1,28,34,35).

El CHsTHF sirve como donador de un carbono para la remetilacion (tercera
reaccion) de homocisteina a metionina catalizada por la metionina sintasa (MS)
(Eig_4. Ciclo de la metionina, flecha punteada). Para formar S-adenosilmetionina
(AdoMet [SAM)]), el donador de grupos metilo mas importante para los procesos de
metilacion (particularmente necesario durante el periodo embrionario)(26).
Después de la transferencia del grupo metilo (para metilacién de proteinas, ADN,
neurotransmisores, fosfolipidos y otras moléculas pequefias) AdoMet es
convertida a S-adenosil homocisteina (AdoHyc [SAH]) (Eig_4. Ciclo de la
metionina, flecha verde), AdoHyc es la Unica fuente celular de homocisteina (Hyc)
por lo cual AdoHyc es convertida en Hyc durante una reaccion catalizada por la

SAH hidrolasa (SAHH) (Eig 4. Ciclo de la metionina, flecha violeta)(26,34).



La transulfuracion de la Hyc (cuarta reaccion) produce cisteina y glutation a través
de la cistationina beta sintasa (CBS) degradando permanentemente la Hyc (Eig 4.
ciclo de la metionina, flechas negras)(26,35).

La regulacibn metabdlica de las dos dUltimas reacciones (remetilacion y
transulfuracion) se encuentra bajo el control e influencia de AdoMet, la cual regula
el uso de la homocisteina, por medio de inhibicion alostérica de la MTHFR y la
activacion de la CBS. Asi, cuando los niveles de AdoMet disminuyen, la formacion
de CHsTHF incrementa mientras la formacion de cistationina se reduce,
reservando la homocisteina para la produccion de metionina. En el caso contrario,
si hay un incremento de AdoMet se incrementa la transulfuracion de la

homocisteina a través de la activacion de CBS e inhibicion de la MTHFR(26).



CH,ADN Proteinas \
Purinas
\ V— CHOTHF
AdoMetwm““m THF m

Met
‘-

N,N- dimetil-
R glicina

Glicina
R-CH3 Betamina

Ciclo de la Metionina CIStEIna Ciclo del Folato

Figura 4.Metabolismo de un carbono.Se muestra los ciclos en los cuales esta involucrada
la funcién de la MTHFR. Abreviaturas: Ado, adenosina; AdoHyc, S-adenosilhomocisteina;
AdoMet, S-adenosilmetionina;B12, Vitamina B12; BHMT, betamina-homocisteina S-
metiltransferasa; Cista, cistationina; CBS, cistationina B-sintasa; CH2THF, 5,10-
metiltetrahidrofolato; CH3THF, 5-metiltetrahidrofolato; CH3ADN, ADN metilado; CHOTHF,
formiltetrahidrofolato; CHTHF, metniltetrahidrofolato;CL, cistationina liasa; DHF,
dihidrofolato; DHFR, dihidrofolato reductasa; dTMP, deoxitimidina monofosfato; dUMP,
deoxiuridina monofosfato;FAD, flavin adenin dinucleotido; Hcy, homocisteina;MAT,
metinonin adenosiltransferasa; Met, metinonina;MTHFR, metilentetrahidrofolato reductasa;
MTHFD, metilentetrahidrofolato deshidrogenasa; MS, metionina Sintasa; MT,
metiltransferasa; SHMT, merinahidroximetil transferasa; SAHH, S-adenosilhomocisteina
hidrolasa; THF, tetrahidrofolato.

Modificado de De Ueland et al. 2001(36).

2.5 Mutaciones del MTHFR

Se han identificado varios tipos de mutaciones en el gen MTHFR: mutaciones
nonsense (sin sentido) (37,38) y missense (con cambio de sentido) que
usualmente comprometen el extremo C-terminal y coinciden con el sitio de union a

SAM lo que altera su regulacion inhibitoria (37). Menos comun es la presencia de



mutaciones tipo frameshift (corrimiento del marco de lectura) (39) o mutaciones en
el sitio de splicing (38).

Estas variantes usualmente se correlacionan con una actividad residual menor del
20% lo que produce fenotipos severos que cursan con hiperhomocistinuria
(OMIM236250) e hiperhomocisteinemia (OMIM603174)(36,38,40-42).

El fenotipo de hiperhomocistinuria se considera el desorden metabdlico mas
comun en el nacimiento. Los sintomas clinicos en estos pacientes incluyen:
retraso en el desarrollo psicomotor, alteraciones vasculares y neuroldgicas, tales
como convulsiones, y alteraciones en la coagulacion como consecuencia de la
hiperhomocisteinemia(42).

2.6 Polimorfismos del MTHFR

Histéricamente, las investigaciones de los defectos consecuencia de variantes del
gen MTHFR se han centrado en los errores innatos del metabolismo que llevan a
severa hiperhomocisteinemia y homocistinuria. Sin embargo, la identificacion de
polimorfismos en MTHFR que resultan en leve hiperhomocisteinemia se
encuentran asociados a fenotipos multifactoriales como algunas enfermedades de
la edad adulta, tales como enfermedad cardiovascular y de esta manera se
pueden comportar como fenotipos de errores innatos del metabolismo con
fenotipos menos severos(27,39,43).

Multiples polimorfismos en el gen MHTFR (MIM# 607093) han sido descritos
(Tabla 2), sin embargo, como consecuencia de su repercusion funcional, su clara
asociacion con ciertas enfermedades y su particular distribucion poblacional, los

mas estudiados han sido los polimorfismos MTHFR 1298A->C vy 677



C->T(30,32,33,44-46), siendo este ultimo el que presenta mayor repercusion
clinica debido que se ha correlacionado con deficiencias leves-moderadas de la
actividad enzimatica manteniendo entre 35 y 45% de actividad

residual(27,28,38,42).

Mutacion Codon afectado Ex6n o Intron  Referencia
129C->T P39P Exon 1 (47)
IVS2+533G>A n/a Intréon 2 (48)
677CO>T* A222V Exo6n 4 (27)
1068T->C S352S Exo6n 6 (41)
IVS6+31T=>C n/a Intron 6 (41)
1298A->C* E429A Exén 7 (49)
1317T>C F435F Exén 7 (50)
IVS10+262C>G n/a Intrén 10 (48)
1793G>A R594Q Ex6n 11 (51)

Tabla 2. Polimorfismos de la MTHFR. *Polimorfismo que afectan la actividad enzimatica de
la MTHFR confirmado en estudios in vitro e in vivo (30,33,44).

2.7 Polimorfismo MTHFR 677 C>T

En 1988, Kang y colaboradores(52) describieron una variante termolabil de la
MTHFR que estad asociada con disminucion de la actividad enzimatica y leve
incremento de la Hcy. La responsable de esta deficiencia es el polimorfismo

677C>T(NM_005957.4: c.665C>T!) el cual fue identificado en pacientes con




diagnostico de homocistinuria(53). Fue descrita inicialmente por Frosst y
colaboradores en 1995 en individuos con enfermedad cardiovascular(27). Esta
sustitucion es considerada una variante missense (debido que su frecuencia es
mayor del 1% en la poblacién se designa como polimorfismo). El cambio de C
(citosina) por T (timina) en la posicion 677 del ADNc cambia una alanina en la
posicion 222 por un residuo de valina (p.Ala222Val, rs1801133:C>T) (26,32) en el
dominio catalitico de la proteina, el cual se encuentra altamente conservado tanto
en procariotas como en eucariotas(28).

El polimorfismo MTHFR 677C->T en estudios in vitro lleva a la reduccion de la
actividad catalitica de la proteina e incrementa su termolabilidad; en consecuencia,
produce reduccion en la actividad enzimética a temperaturas = 37°C. En este
mismo estudio, el genotipo homocigoto para el alelo T (677TT) evidenci6é entre un
50 y 60% menos actividad enzimatica a 37°C y 65% menor a 46°C con relacion a
los genotipos homocigoto para el alelo silvestre C (677CC) en las mismas
condiciones de temperatura (27,28,54). Ademas, los individuos con el genotipo
677TT presentan incremento de la Hey (27,32,35,54). Estudios de asociacion han
encontrado mayores concentraciones en los niveles de homocisteina plasmatica
(hasta en un 25% mas) para el genotipo 677TT,con relacion al genotipo silvestre

677CC, unicamente si la ingesta de folato es insuficiente(55).

!La secuencia predicha por Goyette et al. 1994 del ADNc de la MTHFR, se tomé desde un codén de iniciacion
cascada abajo del codén que actualmente corresponde al marco abierto de lectura para la isoforma 70KDa. la
variante termolabil se describié con la secuencia de Goyette et al. 1994. Asi que el nuclettido 677
corresponde realmente al 665 en la secuencia de referencia actual (GenBank NM_005957), sin embargo,
debido a que la nomenclatura 677C—T histéricamente se generalizé y se ha mantenido desde su

descripcion,esta continda siendo la forma de describir este polimorfismo.



2.7.1 Asociaciones clinicas del polimorfismo MTHFR 677C>T

La hiperhomocisteinemia leve es considerada un factor de riesgo a largo plazo de
enfermedad cardiovascular(56). Estudios de asociacion del genotipo 677TT vy la
enfermedad cardiovascular temprana presentan OR (Odds Ratio) de 0,87 (95% CI;
0,96 a 1,11)(54), lo que quiere decir que el polimorfismo no es considerado una
variante individual de riesgo para enfermedad cardiovascular temprana como fue
considerado inicialmente(55), e independiente del incremento de la Hcy
(27,36,52). No obstante desde su descripcion el polimorfismo MTHFR 677C->T ha
causado gran interés en la comunidad cientifica debido a sus consecuencias
metabdlicas, por lo tanto, se ha realizado un estudio exhaustivo de su asociacion
con diferentes enfermedades de origen multifactoriales (Tabla 3).

Esto llama la atencion debido a que, independiente de las consecuencias
negativas en la salud humana a las que se ha asociado, aun se reportan altas

frecuencia del polimorfismo MTHFR 677C->T entre las poblaciones alrededor del

mundo
Enfermedad Poblacién de estudio Estado Odds ratio Referencia
Casos Controles 677C>T (95% CI)
Céancer colorrectal 12261 18463 TTvs CC 0.83(0,94-1,04) (57)
1949 3099 TvsC  0.83(0,68-1,01) (58)
Céncer de mama 6373 8436 TTvsCC 1.05(0,88-1,25) (59)
Cancer gastrico 1930 2930 TTvsCC 1.68(1,29-2,19) (60)

604 1655 TTvs CC  1.90(1,38-2,60) (61)



Desorden bipolar 550 1098 TTvs CC 1.82(1,22-2,70) (62)

Esquizofrenia 2762 3363 TTvsCC 1.44(1,21-1,70) (62)
1119 1308 TTvsCC 1.48(1,18-1,86) (63)

ACV isquémico 1533 2786 TvsC  1.46(1,19-1,79) (64)
Primer ACV en nifios 3235 9019 TvsC 1.70 (1,23-2,34) (65)
Enfermedad 2419 3225 TTvsCC 1.30(1,11-1,52) (66)
coronaria
Isquemia cardiaca 12193 11945 TTvs CC 1.21(1,06-1,39) (56)
Retinopatia 435 617 TvsC 1.39 (1,05-1,83) (67)
diabética
Oclusion arteria 152 435 TTvsCC 1.71(0,97-3,01) (68)
retina
TVP 8364 12468 TTvsCC 1.20(1,08-1,32) (69)
TEP 4901 7886 TTvsCC  1.20(1,1-1,4) (70)
Defectos de tubo Pacientes 219 1.9 (1,3-2,8)
neural (NTDs) Madres 166 1.7 (1,1-2,6)

Padres 110 1.8 (1,8-3,1)
Pérdida recurrente 2120 2949 CCvsTT 1.40(,11-1,77) (71)

de embarazos

Tabla 3. Estudios de asociacion entre el polimorfismo 677C>T y enfermedad. ACV:
accidente cerebro vascular, TVP: trombosis venosa profunda, TEP: trombo embolismo
pulmonar.

2.7.2 Frecuencias del polimorfismo MTHFR 677C>T

El seguimiento de la distribucién geogréfica del MTHFR 677C->T ha causado gran

interés, debido que la frecuencia poblacional de este alelo muestra variaciones



regionales y étnicas(54). Por ejemplo en Europa es evidente un gradiente de las

frecuencias del alelo 677T, el cual aumenta desde el norte hacia el sur(72) (Eig 5).

Frecuencias del polimorfismo 677C-->T en
Europa

Finlandi Paises

Suecia Estonia . Polonia Francia Hungria Albania Espafia Italia  Sicilia

a bajos
m677T 0,25 0,251 0,276 0,274 0,246 0,357 0,337 0,414 0,545 0,449 0,46
m677C 0,75 0,749 0,724 0,726 0,754 0,643 0,663 0,58 0,455 0,551 0,54

m677C m677T

Figura 5. Frecuencia de los alelos para el polimorfismo MTHFR 677C—T en Europa.
Referencias: Suecia(73), Finlandia, Paises Bajos y Hungria(74), Estonia(75), Polonia(76),
Francia(77), Albania(78), Espafa(79), Italia, Sicilia(80).

En Africa, también se puede evidenciar un gradiente en la frecuencia de este

polimorfismo. En este caso, disminuye de norte a sur, presentado frecuencias mas

elevadas para aquellas poblaciones cercanas al mediterraneo(72) (Eig 6).

Frecuencias del polimorfismo 677C-->T en
Africa

M M Burki
?zam arrue Gambia urkina Ghana Benin Etiopia Kenia
bique cos Faso

m677T 0,370 0,355 0,344 0,259 0,245 0,063
m677C 0,630 0,645 0,656 0,741 0,755

Siria  Algeria Tunez

0,080 0,046 0,100 0,074 0,049
0,937 0,920 0,954 0,900 0,926 0,951

m677C m677T



Figura 6. Frecuencia de los alelos para el polimorfismo MTHFR 677C->T en Africa.
Referencias: Siria, Mozambique, Gambia, Kenia (81), Argelia(82), Tunez(83),
Marruecos(84), Burkina Faso(80), Ghana(85), Benin(86), Etiopia(79)

En Africa se observa otra particularidad en relacién a la frecuencia de este alelo
observadas en algunas etnias o pueblos ancestrales de grupos cazadores-
recolectores donde las frecuencias del polimorfismo pueden descender hasta
valores de 0 por ejemplo pueblos que hablan bantl presentan frecuencias del
alelo 677T entre 0 - 0.13, los grupos San (cazadores-recolectores que viven en el
desierto de Kalahari en Namibia) presenta frecuencias de 0 y grupos de pigmeos
en el Congo presentan frecuencias de 0.06.

Por otra parte, es interesante que la frecuencia de este polimorfismo parece
incrementar en afroamericanos en Brasil y en los Estados Unidos quienes
presentan frecuencias entre 0,12 - 0,35 con relacion a poblaciones de Africa
subsahariana(72))(54). En poblaciones de América una tendencia similar ha sido
detectada(72).

Las mayores frecuencias se encuentran en poblaciones de mestizos, como los
hispanos de los Estados Unidos (0,423) y menores en caucasicos de los Estado
Unidos (0,29) de Canada (0,246). Entre amerindios se ve alta variabilidad de la
frecuencia del polimorfismo, por ejemplo, la frecuencia del genotipo homocigoto es
de 0.21 en amerindios de Brasil, pero fue del 0.01 en la tribu Tupi Parakana(54).
Con relacién a la frecuencia del genotipo 677TT es, al igual que la frecuencia
alélica, mas alta en el sureste de Europa (=15-20%), principalmente en Espafa e

Italia, sin embargo, las mas altas frecuencias son evidentes en poblaciones con



descendencia amerindia en los Estados Unidos, México y Colombia (=25-
30%)(40,86)

Ademas, el polimorfismo hace parte del haplotipo (G-T-A-C) conformado por el
intrén 2: 533G—>A, intrén 6: 31C->T, exdn 7: 129A->C intron 10: 262C>G, y que
es compartido entre la poblacién africana, oriente medio y japoneses, lo que
sugiere que un origen ancestral para este polimorfismo y al igual que una relacion
histérica entre estas poblaciones. (48).

2.7.3 Estudios funcionales del polimorfismo 677C>T

Como previamente se habia mencionado, el polimorfismo MTHFR 677 C->T,
produce un cambio no sinénimo de una alanina en la posicion 222 por una valina
(Ala222Vval) Las caracteristicas fisico-quimicas entre alanina y valina son
similares, ambos son considerados aminoacidos hidrofébicos y solo se diferencian
en gue la valina estructuralmente es de mayor tamafo en relacion a la valina. La
proteina MTHFR en humanos no ha sido cristalizada aun, por lo tanto, el uso de
herramientas bioinforméticas ha sido una aproximacion adecuada para predecir el
efecto funcional de este polimorfismo, sin embargo, aunque el uso de mdltiples
herramientas de prediccion ha sido realizado sus resultados muestran grandes

diferencias. Por ejemplo: PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

muestra que este cambio es considerado benigno, al igual que SIFT

(http://sift.bii.a-star.edu.sg/) y pMut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) que

predicen como tolerable o neutral respectivamente. En cambio SNPs3d

(http://www.snps3d.org) predice como deletéreo al igual que I-Mutant2.0

(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/Bemidio/lI-Mutant/I-Mutant.htm) predice como
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disminucién de la estabilidad proteica. Esto puede ser consecuencia de los
algoritmos o las diferencias en la sensibilidad de estos o también por la ausencia
de datos estructurales de la proteina en humanos (87), lo que hace necesario
explorar otros métodos para entender los efectos funcionales del polimorfismo
MTHFR 677C->T.

La Mthfr, proteina homologa de la MTHFR en ratén (Mus musculus) cursa con un
90% de identidad(22,24), lo que hace a los estudios en modelos murinos un buen
acercamiento para evaluar la relaciébn fenotipo—genotipo relacionada con la
deficiencia de esta enzima. Los resultados evidencian una alta correlacion entre
los fenotipos de raton y humano (Tabla 4). Sin embargo, este es un enfoque
indirecto del efecto del polimorfismo MTHFR 677C->T, por lo tanto se ha recurrido
a otros modelos para evaluar las repercusiones de este en la proteina y explicar

los fenotipos posibles.

Genotipo Fenotipo Referencia
Homocigoto (--) e Hiperhomocisteinemia (35,88)
¢ Retraso en el desarrollo con alteraciones
en cerebelo
e Depdsitos de lipidos en aorta
e Espermatogénesis anormal
Heterocigoto e Hiperhomocisteinemia (35,89)

(+1-)

Depésitos de lipidos en aorta

e Compromiso cognitivo



Tabla 4. Relacion genotipo — fenotipo en ratones knock-out

Debido a que la estructura proteica de la MTHFR no ha sido cristalizada en
humanos, se ha recurrido a otros modelos funcionales in vitro para evaluar el
efecto del polimorfismo 677C—>T sobre la proteina.

La purificacion de esta enzima (Metf) en Escherichia coli, ha permitido simular los
efectos del polimorfismo MTHFR 677C—->T. La purificacion de la Metf fue llevada a
cabo por Sheppard y colaboradores en 1999 encontrdndose como un
homotetramero (mientras que en mamiferos se encuentra como homodimero) con
cuatro subunidades de 33kDa(33). La comparacibn de su secuencia de
aminoécidos difiere de su homdéloga en mamiferos en que no parece tener dominio
regulador y la secuencia del dominio catalitico presenta un 30% de identidad con
la humana(30). La estructura por rayos X de la MTHFR en E. coli. Revela que es
un barril Bsas al cual se une su cofactor FAD en el centro(33). La descripcion de
Metf ha permitido que sea usada como modelo para estudiar el dominio catalitico
de la enzima humana y de esta forma se evallen los efectos funcionales y
estructurales del alelo 677T en humanos, en proteina Ala222Val el cual en E. coli
el cambio se encuentra en el aminoacido 177 (Alal77Val), estos estudios arrojan
que la enzima mutante (Alal77Val) presentan incremento en la velocidad de
pérdida de su cofactor (hasta 10 veces mas rapido) que la enzima silvestre(28,30)
(Fig_9). Este efecto sobre el cofactor es consecuencia de la disociacion del
tetramero en dimeros(30), lo cual en mamiferos se daria por disociacion del

homodimero en monémeros (32)(Fig 7).
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Figura 7. Mecanismo propuesto para disociacién del FAD en humanos. En amarillo las
subunidades cataliticas y en blanco los dominios reguladores.

Tomado de Yamada et al. 2001 (32).

El analisis estructural evidencia la Metf en forma de barril y que el sitio de la
mutacion Alal77Val se encuentra en el fondo de este, lejos del sitio de unién al
cofactor FAD. Esta posicion cae en un bucle que conecta la hélice a5 con la hoja
B6 que conforman del barril(30)(Fig 8). Debido que la valina presenta una cadena
lateral mas abultada que el grupo metilo de la alanina lleva a que en las proteinas
mutantes (Alal77Val) no pueden acomodarse dentro del bucle lo que distorsiona
la hélice a5(28). La hélice a5 interactia directamente con el cofactor FAD
sugiriendo que Alal77Val debilita esta interaccion lo que produce un incremento

en la disociacion del cofactor.
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias del dominio catalitico de la MTHFR de E. coli y
humano. La flechas muestra las hojas B y los rectangulos las hélices a. Con asteriscos se
sefialan los aminoacidos que interactian con el cofactor FAD. Sefialado recuadro rojo se
evidencia el sitio de Ala222Val en humanos (Alal77Val en E. coli).

Tomado de Guenther et al. 1999(30).

Posteriormente, Yamada y colaboradores en el 2001(32) recrearon este mismo
experimento usando MTHFR recombinante humana obteniendo altos niveles de
esta, bajo un sistema de expresion en baculovirus en células Sf9, encontrando

resultados similares a los hallados previamente con Metf en E. coli.
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Figura 9. Incremento de la tasa de disociacion del cofactor FAD asociado a Alal77Val en
E. coli (A) y humano Ala222Val (B).A. se evidencia la tasa de disociacion del FAD en E.
coli, después de la adicion de diferentes concentraciones subunidades (Et) tanto para la
subunidad silvestre () como para la Ala177Val (m)(30). B. de igual manera al E. coli, en
humanos también se evidencia una alta tasa de disociacion del FAD para la Ala222val (o)
en relacion al silvestre (o). Los cuadros corresponde a otra el analisis de otra variante en el
dominio regulador(32).
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Figura 10. Proteccion de la disociacién del cofactor FAD asociado a Alal77Val en E. coli
(A) y humano Ala222Val (B) asociado a la adicién de folato CH3-H4 (folatoen forma
monoglutamica).(A) se evidencia la proteccion de la disociaciéon del FAD en E. coli, con
relaciéon a la concentracién de folato tanto para la subunidad silvestre (o) como para la
Ala177Val (m)(30). (B) En humano también se evidencia proteccion de la disociacion del
FAD tanto para la Ala222Val (o) como para el silvestre (o). Los cuadros corresponde al
andlisis de otra variante en el dominio regulador(32)

Ademas, tanto Yamada como Guenther encontraron que el folato en forma

monoglutamica (CHs-CHafolato) protege a las enzimas mutantes de la pérdida de



su cofactor FAD(13), reduciendo su pérdida de forma directamente proporcional a
la cantidad de folato adicionado (Fig 10), manteniendo a la enzima como una
holoenzima activa(28). Lo que se ajustaria con la mejoria clinica de ciertos
fenotipos asociados con el polimorfismo 677C->T consecuencia de la

administracion de acido félico.

2.7.4 Polimorfismo MTHFR 677C->T y el folato

Este efecto de proteccién explica como el folato interviene en el tratamiento de la
hiperhomocisteinemia proveyendo un modelo elegante de la interacciébn gen-
nutriente (entre polimorfismo MTHFR 677C—>T vy el folato) con claras y profundas
implicaciones en la salud humana(90). Asi, los efectos negativos del polimorfismo,
particularmente la leve elevacion de la homocisteina sérica (Hcy), serian
prevenibles con la suplementacion dietaria de folato(28).

El efecto de las consecuencias del aporte de folato sobre el genotipo del MTHFR
677C->T ha sido estudiado en relacion al ciclo del acido félico y el ciclo de la
metionina (Fig 4). El balance entre el uso de 5-10 metiltetrahidrofolato (CH2THF)
para la sintesis de ADN en vez de la sintesis de metionina puede depender de la
presencia del alelo 677T, asi el estado genotipico podria funcionar como un
regulador, dirigiendo unidades de un carbono hacia la sintesis de ADN (favorece
las dos primeras reacciones anabdlicas: sintesis de purinas y de timidilato) en vez
de hacia la sintesis de metionina (al reducir la tercera reaccion metabdlica:
remetilacion de la Hcy), lo cual es evidente cuando hay deficiencia de folato en

presencia del alelo 677T (Fig_11). Asi, el genotipo MTHFR 677TT reduce la



actividad de la MTHFR disminuyendo la formacién de 5-metiltetrahidrofolato
(CHsTHF) y la remetilacion de homocisteina, preservando en parte el mecanismo
de sintesis de sustratos utiles en la generacion de ADN y ARN(Fig 12)(36),
aumentando el riesgo de una mala incorporacién de uracilos en el ADN por exceso
de dUMP e incrementando la frecuencia de las rupturas cromosomicas (Fig 11).
Por otra parte adecuadas cantidades de folato en presencia del alelo 677T

incrementa la formacion de dTMP lo que evita las rupturas cromosémicas (Fig 11).

Met Hyc dUMP  dTMP
- o : MS /' 5 \ TS j BiTs[n'szis de
Biosintesis de CH,THF € 677 C2T < CH,THF nucleoti st y su
metionina MTHFR incorporacion en el
. ADN
Flujo de un
Equilibrio a favor carbono Equilibrio a favor
del alelo 677C del alelo 677T

Figura 11. Mecanismo celular putativo del flujo de un carbono con relacion a la presencia
del polimorfismo MTHFR 677C->T.Abreviaturas: dTMP, deoxitimidina monofosfato; dUMP,
deoxiuridina monofosfato; Hcy, homocisteina; Met, metinonina; MS, metionina sintasa; TS,
timidilato sintasa. Modificado de Lucock & Yates 2005 (72)

Por otro lado, las adecuadas cantidades de folato, estabilizan la MTHFR y asi
aseguran la éptima remetilacién de la Hcy estabilizando el equilibrio remetilaciéon —
transulfuracion y promoviendo la reduccion de la concentracién plasméatica de

homocisteina los genotipos 677CT y 677TT (Fig 12),
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Figura 12. Modelos de interaccion gen-nutriente (polimorfismo MTHFR 677C->T vy
Folato).El ancho de las flechas indica el nivel de flujo a través de los ciclos; el tamafio y la
unioén de los circulos del FAD indican la concentracion y la unién de este a la MTHFR.

Modificado de De Ueland et al. 2001(36)

2.8 Efecto de seleccion por el polimorfismo MTHFR 677 C>T

consecuencia del folato

El acido félico se ha considerado la panacea por buenas razones: ademas de su
efecto preventivo de NTDs y otros defectos de linea media, protege contra la
hiperhomocisteinemia, considerada un factor de riesgo cardiovascular, y modula el
riesgo de cancer. Sin embargo, estos beneficios se ven contrastados con un
posible efecto deletéreo poblacional, ya que la exposicion elevada a acido folico
durante el periodo periconcepcional en las gestantes puede favorecer la seleccién

de embriones humanos que portan el alelo MTHFR 677T(72,91,92).



Por ejemplo, se han evidenciado frecuencias 4 veces mas altas del genotipo
homocigoto 677TT en neonatos cuyas madres han estado expuestas a &cido félico
en comparacion con productos de abortos (93).

Otro ejemplo de un posible efecto selectivo se correlaciona con el seguimiento de
la distribucion poblacional. La disponibilidad de folato en la dieta podria explicar la
heterogeneidad de la distribucion global del polimorfismo MTHFR 677C->T, por
ejemplo el gradiente norte-sur de Europa previamente mencionado puede ser
debido al alto contenido de folato de la dieta mediterranea(91,94). Ademas, se
sugiere que la baja prevalencia del alelo MTHFR 677T en africanos puede
relacionarse con la deficiencia de folato en paises donde la malnutricion es un
problema de salud publica. Ademas, el incremento en la prevalencia del alelo
677T en afroamericanos presuntamente puede ser debido a mejores campafas de
salud publica y acceso a nutrientes en paises americanos, aunque el mestizaje en
estas poblaciones también puede contribuir a esta diferencia(94).

Asi, teniendo en cuenta los datos clinicos y demograficos de este polimorfismo,
existe evidencia suficiente de que el incremento en el folato dietario en las
poblaciones, a través de las politicas gubernamentales o a través de la ingesta no
regulada de &cido félico, podria incrementar la frecuencia del alelo 677T y esto
parece conferir una ventaja selectiva en los embriones humanos(72), lo que
potencialmente influenciara la incidencia de enfermedades crénicas degenerativas
(Tabla 3) con un posible efecto sobre la morbimortalidad de las futuras
generaciones(46,94).

Por otra parte, se han realizado pocos estudios genético-poblacionales que

aborden este fendbmeno de ventaja selectiva y el efecto que las politicas publicas



de fortificacion y suplementacion con acido folico sobre la frecuencia de los alelos
del polimorfismo MTHFR 677C->T.

Mufioz-Moran y colaboradores en 1998(95) realizaron un estudio de frecuencias
del polimorfismo y sugieren una correlacién entre dos fenébmenos: las politicas de
suplementacion a las embarazadas con acido félico y las diferencias entre las
frecuencias del polimorfismo MTHFR 677C—>T a través del tiempo en Espafa.
encontrando una pérdida significativa del equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) en
la dltima generacién analizada (1976-2000), lo que puede sugerir la presencia de
este efecto selectivo(46).

En el 2010 en Colombia se realizé un estudio con 206 individuos, sanos, entre los
16-25 afios en el cual se encontr6 de igual manera pérdida en el EHW
(p=0,0001)(96), lo cual sugiere que esta poblacidon podria estar sometida a una
presion selectiva similar a lo observado en Espafia. Como se ha mencionado
antes, Colombia es un pais que tiene regulacion vigente y existe obligatoriedad en
la fortificacion y la suplementacion con acido félico (Figura 3), por lo tanto,
nosotros proponemos un estudio genético-poblacional de dos generaciones
diferentes: una anterior a las politicas de suplementacion/fortificacion (individuos
nacidos antes de 1976) y otra posterior (individuos nacidos después del 2000),
para de esta manera evaluar el efecto de estas politicas publicas en el cambio de

la frecuencia del alelo MTHFR 677T en la poblacién colombiana.



3 Objetivos
3.1 Objetivo general
Evaluar las diferencias genético-poblacionales del polimorfismo 677C->T del
gen MTHFR al comparar una poblacion colombiana de nifios nacidos después

del afio 2000 con una de adultos nacidos antes de 1976.
3.2 Objetivos especificos

e Realizar la genaotipificacion del polimorfismo MTHFR 677C->T en una
poblacién colombiana.

e Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo
MTHFR 677C->T de las poblaciones de estudio con otros estudios en
Colombia y en el mundo.

e Evaluar la diversidad genética del polimorfismo MTHFR 677C->T en las
poblaciones de adultos y de nifios.

e Analizar las diferencias genético-poblacionales en las poblaciones
estudiadas que puedan generar cambios en las frecuencias del
polimorfismo MTHFR 677C->T.

e Evaluar los cambios de las frecuencias del polimorfismo MTHFR 677C>T
en el tiempo, al comparar individuos de diferentes generaciones en la
poblacion colombiana.

e Recrear un posible modelo de seleccion para el polimorfismo MTHFR

677C->T en poblacion Colombiana.



e Analizar la persistencia del polimorfismo MTHFR 677C->T en las poblacion
colombiana en relacion al supuesto de la fortificacion de las harinas y a la

suplementacién a las maternas con acido folico iniciado en el afio 1996.

4 Materiales y métodos
4.1 Diseio del estudio

La investigacion que se realizo fue de tipo analitica y explicativa, cuyo factor de
disefio es el polimorfismo MTHFR 677C—>T,; los niveles de factor de disefio fueron
fijos y corresponden a las frecuencias alélicas y genotipicas en cada poblacion
para dicho polimorfismo. La unidad de respuesta corresponde a los grupos etarios
de la poblacibn muestreada: nifios y adultos. La variable de respuesta
corresponde a la presentacion de cada alelo y genotipo en las poblaciones. Por
altimo, la unidad de muestreo fue un grupo de 702 individuos voluntarios, de los
cuales, 298 pertenecian a la poblacion de nifios con edades menores a 12 afios
para el 2012 (nacidos después del afio 2000), 363 a la poblacién de adultos con
edad mayor a 35 afios para el 2012 (nacidos antes del afio 1976). Teniendo en

cuenta criterios de inclusion y exclusion para cada una de las poblaciones.

4.1.1 Criterios de inclusion
Nifios (nacidos después del afio 2000)

e Ser menor de 12 afos para el afio 2012
e Ser colombiano de nacimiento
e Tener padres colombianos

e Tener padres que pertenezcan al estrato socioeconémico 3 0 superior



e Tener padres o tutor(es) legal(es) que lean, acepten y firmen el
consentimiento informado
e Firmar el asentimiento informado
Adultos (nacidos antes del afio 1976)
e Ser mayor de 35 afios para el afio 2012
e Ser colombiano de nacimiento
e Tener padres colombianos
¢ Vivir en estrato socioeconémico 3 o0 superior

e Leer, aceptar y firmar el consentimiento informado.

4.1.2 Criterios de exclusion

Nifios (nacidos después del afio 2000)
e Padecer enfermedad de origen genético o embrionario conocidas, que se
sospeche sean consecuencia de algun defecto en la ruta del folato, como:
» Defectos de tubo neural (97)
» Homocistinuria (OMIM 236250)
= Homocisteinemia (OMIM 603174)
e No cumplir con los criterios de inclusién
Adultos (nacidos antes del afio 1976)
e Enfermedad de origen genético o embrionario conocidas, que se sospeche
sean consecuencia de algun defecto en la ruta del folato, como:
= Defectos de tubo neural(97)

= Homocistinuria (OMIM 236250)



= Homocisteinemia (OMIM 603174)

e No cumplir con los criterios de inclusion.

4.2 Tamano de muestra

Se determind el tamafio de muestra manualmente, utilizando la siguiente férmula:

z% Npq

N =
e?(N—1)+ z%pq

Donde Z = 1,96 para un nivel de confianza del 95%, e es el error de muestreo (tipo
a) tomado como 0,05, y p es la proporcién de individuos que tiene la caracteristica
a estudiar, en este caso, la presencia del alelo 677T y este valor fue obtenido de la
frecuencia media de este alelo en poblaciones colombianas previamente
reportadas, siendo p = 0,4408 y se denominé g como la no presencia del alelo
677T (q=1—p) y N es el tamafo total de la poblacién a estudio. Al ser esta
tltima la poblacion colombiana, se decidié extrapolar la formula a para

poblaciones muy grandes asi:

De esta manera se obtuvo un tamafio muestral de 378,78 individuos en la
poblacién colombiana para tener una confianza del 95%. Los cuales se dividieron
en grupos etarios, nifios y adultos. Para este proceso se estim6 un apareamiento
1.1 tomando el 50% de la muestra total para cada uno de los subgrupos por
poblaciéon etaria. De esta manera, se hizo necesaria la obtencion no menor de
189,39 individuos por grupo para lograr una adecuada significancia en los

resultados.



4.3 Poblaciones de estudio y muestras

Esta investigacion fue aprobada por el comité de Etica de la Universidad del
Rosario. Se utilizaron dos consentimientos informados (uno diferentes para cada
tipo de muestra) y un asentimiento informado, de acuerdo con la edad de los
donantes voluntarios, los cuales fueron aprobados por este mismo comité (Anexo
2y3).

Las muestras, tanto de adultos como de nifios, fueron tomadas en la ciudad de
Bogota, D.C. y en la ciudad de Villavicencio, departamento del Meta. Los nifios
participantes fueron captados en colegios de educacidon primaria en las dos
ciudades o de voluntarios externos. Los participantes adultos fueron captados del
personal administrativo y académico de los colegios y otras instituciones
educativas.

Las muestras recogidas fueron de dos tipos: para los adultos se tomaron muestras
de, sangre periférica (5cc) en tubos con EDTA o de células del epitelio bucal
utilizando escobillones (Whatman® wb10003) de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante, por lo cual se requirieron dos consentimientos informados. Para los

nifos Unicamente se tomaron muestras con escobilléon.

4.4 Extraccion de ADN

Se realizaron protocolos de extraccion de ADN dependientes del tipo de muestra.
Para las muestras obtenidas de sangre periférica se realizé el método Salting-out

(Anexo 4. Protocolo 1) (98). La extraccion de las muestras de escobillon se realizo



con el Kit DNAIQ™System (Promega®) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Anexo 4. Protocolo 2). Se realizé la cuantificacion de ADN por prueba
espectrofotométrica utilizando NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Scientific®). Solo se incluyeron en el analisis las muestras que tuvieran

concentraciones de ADN superiores a 10pmol/pl.

4.5 Amplificacion por PCR

Las amplificaciones fueron realizadas por medio de PCR convencional siguiendo
el protocolo previamente descrito por Frosst y colaboradores en 1995 (27). La
region fue amplificada con los siguientes primers: Primer foward - 5-TGA AGG
AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’ - y primer reverse - 5- AGG ACG GTG CGG
TGA GAG TG-3'. Las condiciones de hibridacion fueron verificadas con la

herramienta informatica Primer3 v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Las

amplificaciones se hicieron con GoTag Master Mix (Promega®), en un
termociclador T100 (Bio-Rad®) con el siguiente protocolo: 5min a 94°C; 30 ciclos
de 94°C durante 30s, 65°C durante 30s y 72°C durante 90s; y 10min a 72°C. Los
productos obtenidos fueron verificados por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Cada muestra fue amplificada al menos por triplicado.

4.6 Genotipificacion

La genotipificacion fue realizada con enzimas de restriccion con el método

previamente descrito por Frosst y colaboradores en 1995(27). Se utilizé la enzima


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

de restriccion Hinfl (Promega®), la cual reconoce el sitio palindromico 5’-GANTC-
‘3, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La sustitucién de citosina
por timina del polimorfismo 677C->T (NM_005957.4: c.665C>T) crea un sitio de
restriccion reconocido por la Hinfl. EI fragmento amplificado via PCR de 198pb es
digerido produciendo fragmentos de 175pb y 23pb. Cada muestra fue digerida,
verificada y evaluada por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2% al
menos por triplicado.

Se verificaron por secuenciacion de Sanger diez muestras al azar (Elim
Biopharmaceuticals, Inc.) para ser comparadas con los genotipos obtenidos por
digestion enzimatica. Las secuencias obtenidas fueron analizadas por medio de la
herramienta SEQUENCHER para Windows (Sequencher® ver.5.2 sequence
analysis software, Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI USA

http://www.genecodes.com). Se obtuvo la secuencia consenso para la esta region

del gen MTHFR a partir del genoma de referencia UCSC hgl9 y se realizd el
andlisis por medio de alineamientos mudultiples por medio de la herramienta
Clustalw2 (100).

4.7 Andlisis genético — poblacional

A partir de la genotipificacion de las muestras, se elaboraron matrices con los
datos obtenidos. Se realiz6 una matriz para la muestra total y se dividio la muestra
en grupos de adultos y de nifios; luego se subdividieron estos grupos en
poblaciones dependientes de la ciudad de origen de manera que se generaron los
siguientes grupos: adultos Villavicencio, nifios Villavicencio, adultos Bogot4a, nifios

Bogota. Estos datos fueron corridos con el programa GENEPOP ver.4.2.1(101)


http://www.genecodes.com/

obteniéndose las frecuencias alélicas y las genotipicas. Se evaluaron las
diferencias entre los genotipos esperados y los observados por medio de una
prueba X2.

Posteriormente, se calculé EHW utilizando el programa GENEPOP version 4.2.1.
Inicialmente se realiz6 un calculo de EHW global para toda la poblacion
(incluyendo nifios de Villavicencio y Bogota D.C. y adultos de Villavicencio y
Bogota D.C.) y luego para cada una de las poblaciones de manera independiente.
Para esto se postularon dos hipétesis alternativas (H1): la primera, que la
poblacion no se encontraba en EHW debido a un déficit de heterocigotos y la
segunda, que esto se debia a un exceso de heterocigotos, y se compararon con la
hipétesis nula (HO = unién de gametos al azar) usando una prueba de score (U)
(102). El valor de p fue obtenido por método de Cadenas de Markov, con los
siguientes pardmetros: NUumero dememorizacion = 1000, Numero de batches (B) =
100, numero de iteraciones por batch = 5000 (103).

Se estim0 la heterogeneidad genética entre la muestra como un todo y para los
grupos de nifios y de adultos con el programa FSTAT 2.91 (104).

Con esto se realizdé una prueba de diferenciacién poblacional asumiendo falta de
EHW entre las muestras, con mil permutaciones y un nivel de error (a) de 0,05.

El andlisis de la diversidad genética de Nei (105), permite calcular el grado de
diferencias genéticas en relacion a las frecuencias de heterocigotos, dentro de la
poblacion total y las subpoblaciones. En él se calcula la heterocigosis esperada
(Hg), la observada (H,) y la total(Hy), para calcular el estadistico D;; = Hr — Hg,

el cual determina las diferencias genéticas entre las subpoblaciones y la poblacion



total. El Dg; es corregido por Gs; = Dgr / Hy. Valores de Ggp diferentes de cero
corresponderan a una alta diferenciacion genética entre las subpoblaciones.
Ademas, se determin6é la estructura de las poblaciones por medio de los
estadisticos F de acuerdo con el modelo de Weir & Cockerham (1984), con el
estimador de Queller & Goodnight’s (106). Esta medida es la relacion promedio de
los alelos dentro de las muestras, en comparacion con el conjunto total de los
datos.
Los estadisticos F;gy Frymiden el exceso o la deficiencia de los heterocigotos
promedio en cada subpoblacién y en la poblacién como un todo, respectivamente;
el estadistico Fg; mide el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones.
F,s establece la correlacion entre dos gametos tomados al azar desde una
subpoblacion (individuos/subpoblacion) promediado sobre las sub poblaciones,
con la siguiente expresion

Fis = H; — H, / H;,
F,s puede tomar valores entre -1 y +1, donde los primeros indican exceso de
heterocigotos (no endogamia) y valores positivos un déficit de heterocigotos
(endogamia).
F,r es similar a F;5, solo que se observan las diferencias entre los individuos con
respecto a la poblacion total, lo cual establece la correlacion entre dos gametos
tomados a la azar desde una individuo (individuo/poblacién total) promediado
sobre poblacion total. Sus valores también oscilan entre -1y +1.
Las desviaciones de F;sy F;sde cero fueron probadas por la prueba de X? con

k(k —1)/2 grados de libertad (107).



X2=NF2(K-1)
Fsr mide el efecto de la subdivision poblacional, la cual es la reduccion en la
heterocigosis de una subpoblacion debido a la deriva genética. Este estadistico
también es llamado coeficiente de co-ancestralidad y se define como la correlacion
de gametos dentro de las subpoblaciones con respecto a los gametos sacados al
azar de la poblacion total (subpoblacion/poblacion total). Y se expresa de la
siguiente manera:

Fer = Hr — Hg / Hy
Los valores de Fg; oscilan entre 0 y 1, donde O quiere decir que no hay estructura
(subdivisién) dentro de la poblacién, y 1 quiere decir que se presenta un
aislamiento total entre las sub poblaciones (subdivision extrema)
La significancia estadistica de las diferencias entre las poblaciones fue probada
por la prueba de X?2:

X?2=2NFu;(K—-1)
Con (k- 1) (S — 1) grados de libertad (d. f), donde N es el tamafio total de la
muestra y k es el niumero de alelos por locus y s es el nUmero de subpoblaciones
(108).
Se determind el coeficiente de endogamia (f) para la poblacion total y los grupos
de poblaciones de nifios y adultos, este se define como la probabilidad que dos
alelos homologos en un individuo sean idénticos por descendencia. Expresandose

a traves del estadistico f de Wright (109), como:



Asi, f es una funcidon de la tasa de heterocigocidad observada (H,) sobre la
heterocigocidad esperada (Hg) (en una poblaciéon sin endogamia). Con endogamia
Hy< Hgy por lo tanto, f> 0.

Ademas se realiz6 un analisis del efecto Wahlund el cual se presenta cuando
existen subpoblaciones agrupadas y ademas hay diferencias en las frecuencias
alélicas entre estas sub-muestras. Como consecuencia, se presentard una
deficiencia de heterocigotos y un exceso de homocigotos, aun si las proporciones
EHW se cumplen en cada sub-muestra.

Se evalud el efecto de seleccidén a favor del heterocigoto (sobredominancia) del
modelo de seleccion bésico. Este se presenta cuando el heterocigoto tiene el
fithness relativo (w) mas alto que los dos homocigotos, y de esta manera los dos
alelos pueden ser mantenidos en la poblacion. Se asumié como generacion 0 al
grupo de adultos y sus frecuencias alélicas fueron representadas como p, para el
alelo 677C vy q, para el alelo 677T, y la generacion 1 fue el grupo de nifios, siendo
sus frecuencias alélicas p,, para el alelo 677C, y q,, para el alelo 677T. El fithess
(w) para cada genotipo fue hallado teniendo en cuenta los cambios en las
proporciones genotipicas entre adultos las cuales fueron tomadas como las
proporciones genotipicas antes de la seleccion (pre-seleccién o generacion 1 [G1])
y las de los nifios tomadas como las proporciones genotipicas después de la
seleccion (post-seleccion o generacion 0 [GO]). De esta manera el fitness (w) para

cada genotipo es: 677CC =1 —s1, 677CT = 1y finalmente 677TT =1 — s2



En este modelo, el fithess méaximo (w = 1) lo presenta el heterocigoto y s; y s, son
la desventaja selectiva sobre los homocigotos.

Finalmente, se realizaron simulaciones con el programa POPGENE. S?(110). Para
encontrar las frecuencias alélicas y genotipicas para 10 generaciones. Estos
analisis fueron llevados a cabo de manera manual y con ayuda de los programas
ya enunciados GENEPOP version 4.2.1(101), FSTAT 2.91(104), ARLEQUIN

version 3.5.1.2 (111) y POPGENE.S2(110).

5 Resultados

5.1 Toma de muestra

Se obtuvieron en total muestras de 702 individuos no emparentados. Las muestras
fueron tomadas en Bogota y en Villavicencio. En la ciudad de Bogota, D.C. se
contd con la participacion de nifios del Colegio HH Corazonistas, ademés se
obtuvieron muestras de voluntarios que no pertenecian a esta institucién. Se
recolectaron un total de 168 nifios participantes en Bogota.

Con relacibn a los adultos, se conté con la participacion del personal
administrativo y académico de la Universidad del Rosario; también se incluyeron
voluntarios del personal administrativo y académico del Colegio HH Corazonistas y
voluntarios ajenos de estas instituciones quienes aceptaron participar, para un
total de 198 participantes adultos para Bogota.

En la ciudad de Villavicencio se contd con la participacion de nifios del colegio
Nuestra Sefiora del Carmen y de la Institucion Educativa Colegio John F.

Kennedy. También se incluyeron nifios voluntarios que no pertenecian a estas



instituciones, para un total de 195 nifios participantes de la ciudad del
Villavicencio.
Con relaciébn a los adultos, se conté con la participacion del personal
administrativo y académico del colegio Nuestra Sefiora del Carmen y la Institucion
Universitaria Cedellanos. Ademas, se obtuvieron voluntarios externos de estas
instituciones, para un total de 182 participantes adultos en Villavicencio.
Finalmente, se obtuvo una muestra total de 743 participantes, de los cuales se
excluyeron 41 participantes: 24 nifios de las dos ciudades por estar emparentados
0 porque las muestras estaban contaminadas y 17 adultos de las dos ciudades por
contaminacion de la muestra, para un total de 702 participantes: 343 de la ciudad
de Bogota (150 nifios y 193 adultos) y 359 de la ciudad de Villavicencio (189 nifios
y 170 adultos).

5.2 Analisis genético-poblacional
El producto de amplificacion de 198pb de cada uno de los voluntarios incluidos en
el estudio fue digerido con la enzima de restriccion Hinfl con lo que se obtuvieron
los genotipos para cada individuo. En la figura 13 imagen A, se observan los
patrones de digestion del homocigoto para el alelo C (carril 6°), el homocigoto para
el alelo T (carril 3°) y el heterocigoto (carril 2°, 4° y 5°). Ademas las digestiones se
confirmaron por medio de secuenciacién por Sanger de 10 muestras al azar (Fig

13 B).
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mayor de 30 afios, estos analisis fueron utilizados para para comparar con
algunos de nuestros datos de poblacion adulta.

A su vez en la Figura 14 se presentan las frecuencias alélicas del polimorfismo
MTHFR 677C->T para la muestra total y para los subgrupos por ciudad y por
grupo etario. Como se puede observar, las frecuencias alélicas entre las
poblaciones son similares, a excepcion de la poblacién de adultos de Villavicencio
gue tiene una menor frecuencia para el alelo MTHFR 677T. La frecuencia mas alta
de este alelo se observa en la poblacién de adultos en Bogotd D.C. Ademas a
partir de los estudios sombreados en naranja de la Tabla 5, se obtuvieron las
frecuencias alélicas del polimorfismo MTHFR 677C->T en la poblacién de estudio
sin incluir la poblacion infantil Estos resultados son semejantes a los resultados

obtenidos en la poblacion total de nuestro y la de adultos Figura 14.

Region Pais Total Frecuencias genotipicas Frecuencias Ref.
N° Alélicas
CC CT TT C T
Asia India 49 0,980 0,020 0,000 0,990 0,010 (112)
centro- g 391 0,560 0,389 0,051 0,755 0,246 (113)
occidente
Asia China 204 0,641 0,313 0,046 0,798 0,202 (114)
oriente  ~china 398 0,163 0,525 0,312 0,426 0,574 (115)
Japén 778 0,434 0,464 0,015 0,666 0,334 (54)
Europa Turquia 100 0,720 0,260 0,020 0,850 0,150 (116)
Italia 236 0,292 0,479 0,229 0,532 0,468 (117)
Francia 133 0,375 0,526 0,098 0,639 0,361 (54)
Africa  Africa 234 0,867 0,132 0,000 0,934 0,066 (54)
subsahariana
Zaire & 67 0,896 0,104 0,000 0,948 0,052 (54)
Cameron
América  Estados Unidos 13 0,385 0,385 0,231 0,577 0,423 (118)

del Norte  (hispanos)
Estados Unidos 185 0,821 0,156 0,021 0,875 0,125 (54)
(afroamericano
s)
Estados Unidos 307 0,485 0450 0,065 0,710 0,290 (118)
(Caucasicos)

América  México 631 0,337 0,419 0,244 0,547 0453 (119)




Latina Brasil 111 0,369 0478 0,153 0,608 0,392 (120)

Colombia 150 0,280 0,467 0,253 0,513 0,487 (121)
(Bogota D.C.)

Colombia 95 0,232 0,516 0,253 0,490 0,511 (122)
(Bogota D.C.)

Colombia 114 0,316 0,491 0491 0,193 0,561 (123)
(Antioquia)

Colombia 206 0,452 0,403 0,246 0,653 0,347 (124)
(Antioquia)

Colombia* 206 0,270 0,620 0,110 0,580 0,420 (96)
(Bogota D.C.)

Colombia** 702 0,339 0,550 0,211 0,614 0,386 Actual
(Bogota

D.C./Villavicenc

i0)

Tabla 5. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo MTHFR 677C—>T en diferentes
regiones del mundo. (*) Estudio previo realizado por nuestro grupo. (**) Estudio actual.

FRECUENCIAS ALELICAS DEL POLIMORFISMO MTHFR 677C-->T
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Figura 14. Frecuencias alélicas para el polimorfismo MTHFR 677C—>T en cada grupo de
poblacional. A. Adultos, N. Nifios, Villav. Villavicencio.

Se realiz6 un analisis de los genotipos obtenidos (tablas 5 — 11), comparando las
frecuencias esperadas y las observadas para la muestra total y para los grupos de
adultos y nifios y los subgrupos de adultos de Villavicencio y Bogota D.C. y nifios
de Villavicencio y Bogota D.C. Estas comparaciones se realizaron por medio de
una prueba de X2 convencional de una cola con un grado de libertad (G.l. = 1). En
la Tabla 6 se presentan diferencias significativas (p = <0,01) para los genotipos
heterocigotos y homocigotos 677TT, encontrandose un exceso de los

heterocigotos observados con relacion a los esperados y una deplecion de los



homocigotos 677TT. Se realiz6 una discriminacion por grupo etario, donde en la
poblacion de adultos (Tabla 7) no se evidencian diferencias significativas entre las
frecuencias de ninguno de los genotipos. De igual manera se compararon los
subgrupos de adultos de Villavicencio y Bogota (Tabla 8, 9) sin encontrarse
diferencias significativas entre las frecuencias de los genotipos encontrados. Sin
embargo, al evaluar la poblacion total de nifios (Tabla 10) se encuentran
diferencias significativas (p = <0,01) para las frecuencias de todos los genotipos
encontrdndose una reduccion de homocigotos 677CC y 677TT observados con
relacion a los esperados; a su vez se evidencia un incremento significativo de los
heterocigotos observados con relacion a los esperados. Se realiz6 una subdivisiéon
de la muestra total de los nifios (Villavicencio y Bogota) (Tabla 11, 12) y se
encontraron diferencias significativas entre cada uno de los genotipos por exceso
de heterocigotos y deplecién de homocigotos, a excepcion del genotipo 677CC en

la poblacion de nifios de Villavicencio.

Genotipo obs esp X?
677CC 238 264,49 2,65
677CT 386 333,00 8,43**
677TT 78 104,49 6,72**
Total 702 702,00 17,81**

Tabla 6. Proporciones genotipicas observadas (obs) y esperadas (esp) para la muestra total. G.I. =
1, (*) p = <0,05, (**) p = <0,01

Genotipo obs esp X?

677CC 146 139,35 0,3179
677CT 158 171,31 1,0342
677TT 59 52,35 0,8462
Total 363 363,00 2,1982

Tabla 7. Proporciones genotipicas observadas (obs) y esperadas (esp) para el grupo de total de
adultos. G.I. =1, (*) p =<0,05, (**) p = <0,01.



Genotipo obs esp X?

677CC 90 88,89 0,0138
677CT 66 68,21 0,0718
677TT 14 12,89 0,0949
Total 170 170 0,1804

Tabla 8. Proporciones genotipicas observadas (obs) y esperadas (esp) para el subgrupo de
adultos de la ciudad de Villavicencio. G.I. = 1, (*) p = <0,05, (**) p = <0,01

Genotipo obs esp X?

677CC 56 53,78 0,0915
677CT 92 96,54 0,2132
677TT 45, 42,78 0,1150
Total 193 193,00 0,4197

Tabla 9. Proporciones genotipicas observadas (obs) esperadas (esp) para el subgrupo de adultos
de la ciudad de Bogota D.C. G.I. = 1, (*) p =<0,05, (**) p = <0,01

Genotipo obs esp X?

677CC 92 125,06 8,7398**
677CT 228 161,88 27,0078**
e77TT 19, 52,06 20,9948**
Total 339 339,00 56,7425**

Tabla 10. Proporciones genotipicas observadas (obs) y esperadas (esp) para el grupo total de
nifos. G.I. =1, (*) p = <0,05, (**) p =<0,01

Genotipo obs esp X?
677CC 58 71,69 2,615
677CT 117 89,62 8,368**
677TT 14 27,69 6,770**
Total 189 189 17,753**

Tabla 11. Proporciones genotipicas observadas (obs) y esperadas (esp) para el subgrupo de nifios
de la ciudad de Villavicencio. G.l. = 1, (*) p = <0,05, (**) p =<0,01

Genotipo obs esp X?
677CC 34 53,28 6,977*
677CT 111 72,44 20,528**
677TT 5 24,28 15,311**
Total 150 150 42,816**

Tabla 12. Proporciones genotipicas observadas (obs) y esperadas (esp) para el subgrupo de nifios
de la ciudad de Bogota D.C. G.I. = 1, (*) p =<0,05, (**) p = <0,01

A partir de las frecuencias alélicas se realizaron los analisis del EHW. La Tabla 13

muestra el célculo del EHW global, en el cual no se encontraron resultados



significativos para la hipotesis déficit de heterocigotos, en cambio se encontro alta
significancia (p<0,01) rechazando el EHW consecuencia de un exceso de
heterocigotos. Al analizar cada uno de los subgrupos por separado, se encontro
que para la hipétesis déficit de heterocigotos todos los subgrupos se encontraban
en EHW, sin embargo, al probar la hipétesis exceso de heterocigotos se encontré
que existe un rechazo significativo (p <0,01) del EHW en los grupos de nifios,
tanto en Villavicencio como en Bogota. Esta desviacion significativa no se observa
en ninguno de los grupos de adultos (Tabla 14, 15).

EHW global: déficit de heterocigotos

Total p = 1,000 D.E = 0,000
EHW global: exceso de heterocigotos
Total p = 0,000** D.E = 0,000

Tabla 13. Calculo de equilibrio Hardy-Weinberg global, para cada una de las hipétesis. (*) p =
<0,05, (**) p = <0,01. D.E. Desviacion estandar.

Test EHW: Déficit heterocigotos

p-value D.E F Weir & F Robertson &
Cockerhan Hill
N. Bogota 1,000 0,000 -0,535 -0,536
N. Villav 1,000 0,000 -0,307 -0,307
A. Villav 0,309 0,009 0,046 0,046
A. Bogota 0,395 0,010 0,033 0,033

Tabla 14. Calculo de equilibrio Hardy-Weinberg para cada subgrupo, para la hip6tesis déficit de
heterocigotos. (*) p = <0,05, (**) p = <0,01. D.E. Desviacion estandar.

Test EHW: Exceso heterocigotos

p-value D.E F weir & F Robertson &
Cockerhan Hill
N. Bogota 0,000* 0,000 -0,535 -0,536
N. Villav 0,000** 0,000 -0,307 -0,307
A. Villav 0,783 0,007 0,046 0,046
A. Bogota 0,738 0,005 0,033 0,033

Tabla 15. Calculo de equilibrio Hardy-Weinberg para cada subgrupo, para la hipétesis exceso de
heterocigotos. (*) p = <0,05, (**) p = <0,01. D.E. Desviacion estandar.



Tras realizar el calculo del EHW se estimé la heterogeneidad genética. Como se
puede observar en la Tabla 16 se calcularon las heterocigocidades intra e
interpoblacionales. Se encontraron resultados significativos para la poblacion de
nifios, tanto de Bogota como de Villavicencio, lo que significa que hay un
incremento de la heterocigocidad observada entre los individuos con relacion a la
heterocigocidad esperada entre los individuos entre las poblaciones. Por el
contrario, el analisis de heterocigocidad en poblaciones adultas no muestra
diferencias significativas.

1-Qintra 1-Qinter P -Value D.E.

N. Bogota 0,740 0,482 0,00000**  0,00000

N. Villav 0,619 0,474 0,00002**  0,00000

A. Villav 0,477 0,500 0,56727 0,00046

A. Bogota 0,388 0,401 0,70375 0,00046
Tabla 16. Célculo de diversidad (Heterocigocidad) entre los individuos y entre los
individuos entre las poblaciones . (*) p =<0,05, (**) p = <0,01. D.E. Desviacion

estandar. N: nifios, A: adultos, Villav: Villavicencio.

Estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos para las
estimaciones de diversidad de Nei (Tabla 16). Los valores de Gst” para la muestra
total corresponden a valores significativamente mayores de 0, con lo cual se
considera que las cuatro poblaciones no se comportan como una sola. Al evaluar
cada uno de estos parametros entre los grupos de estudios se encuentra que el
grupo de nifios no presentas valores mayores a 0 (Tabla 17). Sin embargo, llama
la atencion los valores de Gst” para la poblacion de adultos encuentra valores
ligeramente significativos (diferentes a cero), lo que se correlaciona con que entre

las poblaciones de adultos pueda encontrarse sub-estructuracion poblacional.

Poblacion total

Locus Ho Hs Ht Dst Dst' Ht' Gst Gst' Gis

ce77T 0,556 0,464 0473 0,009 0,012 0,476 0,019 0,025 -0,198




Nifios

Locus Ho Hs Ht Dst Dst' Ht' Gst Gst' Gis
Ce77T 0,680 0,478 0478 0,000 0,000 0,477 0,000 0,000 -0,422
Adultos

Locus Ho Hs Ht Dst Dst' Ht' Gst Gst' Gis
Ce77T 0432 0451 0469 0,018 0,037 0,487 0,039 0,075 0,040

Tabla 17. Estimaciones de diversidad de Nei.
El calculo de los estadisticos F mostr6 resultados similares a las estimaciones de

diversidad de Nei, encontrandose que los valores de F; para la muestra total son

significativos (p<0,01) (Tabla 18), lo que se relaciona con un posible efecto de
estructuracion poblacion entre la muestra total y las subpoblaciones; de igual
manera, este efecto sobre la poblacion total es consecuencia de una estructura

poblacional que es evidente entre el grupo de adultos (p<0,01) (Tabla 19). En el
grupo de nifios no se encuentra estructuracion poblacional (XZ: 0.678, p =

0,7693) (Tabla 20) lo que quiere decir que la poblacién de nifios (Bogota y
Villavicencio, combinadas) se comporta como una sola poblacién.

Se calcularon los valores de significancia para las Fs; asumiendo, o sin asumir,
EHW (Tabla 21). Estos resultados fueron significativos para la muestra total y para
el grupo de adultos, mientras que no fue significativo para la muestra de nifios.

2 2
Fi; X Fg X Fig X

-0,152 16,219** 0,026 36,504**  -0,182 23,253**
Tabla 18. Estadisticos F para la muestra total. Grados de libertad = 1, (*) p = <0,05, (**) p<0,01.

2

2 2
Fi; X Fg X Fig X

0,112 4,553* 0,075 54,450** 0,041 0,610

Tabla 19. Estadisticos F para el grupo de Adultos. Grados de libertad = 1, (*) p = <0,05, (**)
p<0,01.

2

F; x? Fg x? ) x>
-0,41 56,986** -0,001 -0,678 -0,409 56,708**
Tabla 20. Estadisticos F para el grupo de nifios. Grados de libertad (*) p = <0,05, (**) p<0,01.



F¢ Asumiendo EHW  Fg sin asumir EHW

Muestra total <0,001 <0,001
Adultos <0,001 <0,001
Nifios 0,622 -0,569 0,538 - 0,480

Tabla 21. Significancia del estadistico asumiendo o sin asumir EHW.

Finalmente, se analizaron otros estadisticos F encontrando que en la muestra total
se encuentran valores negativos de F;; y F;; al igual que en el grupo de nifios. A su
vez el grupo de adultos muestra un F;; significativo al igual que el Fj;, lo que es

corroborado por el coeficiente de endogamia (f) de Wright (Tabla 22).

f de Wright
Muestra total -0,198
Adultos 0,042
Nifios -0,423

Tabla 22. Coeficiente de endogamia (f) de Wright.

Al observar la F de Weir & Cockerham y la F de Robertson & Hill (Tabla 15),
encontramos que este déficit de heterocigotos se observa tanto en los subgrupos
de adultos de Villavicencio como de Bogota. Asi, los dos subgrupos contribuyen a
los resultados observados en los estadisticos F en el grupo total de adultos.

Se realiz6 un modelo de ventaja del heterocigoto (sobredominancia) bajo el
modelo basico de seleccion. Como se observa en la Tabla 23 se realizo
manualmente la estimacion del fithess relativo teniendo en cuenta cada uno de los
genotipos, suponiendo que la fuerza selectiva se presentd en un momento
intermedio entre los adultos (pre-seleccién) y los nifios (post-selecciéon). Este
momento se dibujé con una linea roja. Ademas, se obtuvo el coeficiente de
seleccién para cada genotipo siendo la S; la seleccion sobre el genotipo 677Cy S,

la seleccién sobre el genotipo 677TT.



677CC 677CT 677TT

Genotipos Adultos 146 158 59
Genotipos Niflos 92 228 19
Fitness absoluto (W) 0,630 1,443 0,322
Fitness relativo (w) 0,437 1,000 0,223

Coeficiente seleccion (s) 0,563 0,000 0,777

Tabla 23. Parametros de Seleccién. Linea roja representa el evento de seleccién sobre los
genotipos iniciales. * Coeficiente de seleccion 1 , ** coeficiente de seleccion 2 (5,).

En la Tabla 24. Observamos las frecuencias esperadas, asumiendo EHW, antes y
después de la accion de la fuerza selectiva. Ademas, se calculd la contribucién del
fitness relativo sobre las cada una de las frecuencias genotipicas antes de la
seleccion y el fitness promedio (w). Con esto ultimo se calcularon las frecuencias
esperadas después de la seleccion.

677CC 677CT 677TT

Fitness relativo (w) 0,437 1,000 0,223

Fqg antes de seleccion 0,384 0,471 0,144 1,000
Contribucion del w 0,168 0,471 0,032 w=0,671
Fq después de Seleccidn 0,250 0,702 0,048 1,000

Tabla 24. Frecuencias (Fq) de los genotipos antes y después de la seleccion asumiendo EHW.
Fitness promedio

Post-seleccién

Alelo Fq observadas  Fq esperada X2 Valor p
677C (p1) 0,608 0,588 0,0007 0,9789
677T (q4) 0,392 0,411  0,0009 0.9761

Tabla 25. Comparacién entre las frecuencias alélicas observadas y esperadas después de la
seleccion (post-seleccion). Grados de libertad = 1. (*) p = <0,05, (**) p = <0,01.

Se obtuvo la frecuencia esperada para el alelo 677T posterior a la seleccion (q,) vy,
a partir de éste, se obtuvo la frecuencia del alelo (p1 = 1 — q1). Estos valores se
compararon con las frecuencias observadas en los nifios (post-seleccion), sin
encontrarse diferencias significativas (Tabla 25). A partir de las frecuencias

alélicas esperadas se obtuvieron los genotipos esperados después de la seleccién



y se compararon con las frecuencias observadas para cada genotipo suponiendo
que ha trascurrido una sola generaciéon humana lo cual muestra que no hay
diferencias significativas entre los genotipos lo que explica que el modelo de

seleccion por el heterocigoto se comporta igual que los datos observados (Tabla

26).
Frecuencias Frecuencias x2
Esperadas observadas

Genotipos Pre- Post- Pre- Post- Post- Post-

seleccion seleccion seleccién seleccion seleccion seleccion
677CC 0,384 0,232 0,402 0,271 0,0009 0,0067
677CT 0,471 0,711 0,435 0,673 0,0027 0,0021
677TT 0,145 0,055 0,163 0,056 0,0021 0,0000

Tabla 26. Comparacion entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas luego de una
generacion, antes y después de la seleccién. Adultos (pre-seleccion), nifios (post-seleccién).
Grados de libertad = 1. (*) p<0,05, (**) p<0,01.

Se realizaron simulaciones con el programa POPGENE.S? para evaluar el
comportamiento de las frecuencias alélicas y genotipicas en las siguientes diez
generaciones, asumiendo que se mantiene el fitness relativo para cada genotipo vy,
por ende, los mismos coeficientes de seleccion para los homocigotos. En el Figura
15 se muestra la simulacion de los cambios en las frecuencias genotipicas en
cada generacion, observandose un incremento subito en la frecuencia del
genotipo heterocigoto (677CT) entre la generacion 0 (GO) y la generacién 1 (G1),
posteriormente, se evidencia un ligero incremento de las frecuencias de este
genotipo entre la G1 y la G6 donde se estabiliza y la frecuencia del el heterocigoto
se mantiene (677CT) = 0,723 en las siguientes generaciones. Por el contrario, las
frecuencias de los genotipos homocigotos (677CC y 677TT) presentan una
disminucién subita entre GO y G1. Asi mismo, la frecuencia del genotipo 677CC

decrece levemente ente la generacion G1 y la G8, donde se estabiliza y se



mantiene la frecuencia del homocigoto (677CC) = 0,215 y la frecuencia del
genotipo 677TT presenta un crecimiento ligero a partir de la G1 alcanzando su
méxima frecuencia en la G6 (677TT) = 0,062. Se simularon los cambios en las
frecuencias alélicas, encontrandose el mayor cambio entre la GO y la G1, donde el
alelo 677C reduce su frecuencia y, posteriormente, presenta una disminucion
ligera hasta llegar a su minima alélica frecuencia (677C) = 0,577 en la G6. Por el
contrario, la frecuencia del alelo 677T se incrementa ligeramente a partir de la G1
hasta alcanzar su frecuencia maxima en la G6 (677C) = 0.423 (Fig 16).

Cambio en la frecuencias genotipicas simulando
10 generaciones
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Figura 15. Simulacion del cambio de las frecuencias genotipicas en 10 generaciones.
Modelo de seleccién del heterocigoto, si se mantienen los mismos valores de fithess
relativo para cada genotipo.



Cambio en las frecuencias alélicas simulando 10
generaciones
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Figura 16. Simulacién en el cambio de las frecuencias alélicas en 10 generaciones bajo un
modelo de seleccién de heterocigoto, si se mantiene los mismos valores de fitness relativo
para cada genotipo.

6 Discusion

6.1 Analisis de genotipos y frecuencias alélicas

Al realizar la comparacion de las frecuencias alélicas obtenidas en este estudio
(Fig_14), se puede observar que en todos los casos mas del 50% de los alelos
corresponden al alelo 677C, encontrandose valores entre 53% y 72%, siendo las
diferencias maximas las encontradas al comparar la poblacion adulta de
Villavicencio con la de Bogota (72% y 60% respectivamente). En el caso de las
poblaciones de nifios, se identificO que son mucho mas homogéneas y que la

diferenciacion entre las dos poblaciones muestreadas es de menos del 2%.

Estos valores fueron comparados con los reportados previamente para la
poblacion colombiana (Tabla 5) y se puede observar que las frecuencias de la

poblacion total de nuestro estudio se encuentran en un mismo rango en relacion



con las del territorio nacional (entre 58% y el 61%), sin embargo, los resultados de
la poblacién colombiana son comparables Unicamente con el grupo de adultos de
nuestro estudio debido a que comparten los mismo rangos de edad (individuos
mayores de 30 afios aproximadamente). Asi, se puede observar que las
similitudes se mantienen para adultos de Bogot4, los cuales se encuentran en un
rango entre el 53% y el 58%, de manera similar a los valores reportados

previamente.

La gran diferencia se observa al comparar la poblacion adulta de Villavicencio, la
cual tiene una frecuencia mucho mayor del alelo 677C a la reportada para otras
poblaciones colombianas (Tabla 5). Esto puede deberse a las diferencias en los
procesos de colonizacion del departamento del Meta al ser comparados con los
departamentos previamente reportados (Antioquia y Bogotd, D.C.), lo que indicaria
gue la poblacién adulta de Villavicencio refleja una historia demogréfica diferente a
la encontrada en la zona Andina en Colombia. Esta diferenciacion no se mantiene
al comparar las poblaciones infantiles en estas dos zonas, lo que puede indicar
procesos de migracion masivos desde el centro del pais o algun evento biol6gico
gue esté aumentando de manera importante la frecuencia del alelo 677T y haga

gue los nifios de Villavicencio y Bogota D.C. se comporten de la misma manera.

Llama la atencién que en Colombia y el mundo no haya datos acerca del
comportamiento de este polimorfismo en poblacion infantil, por lo tanto, los datos
obtenidos en los nifios son Unicos y no pueden ser comparados con reportes para
infantes. Los datos mas cercanos podrian obtenerse de dos estudios realizados

uno en Colombia y otro en Espafa. En el estudio espafiol (46) se evaluaron los



cambios en las frecuencias genotipicas y alélicas a través del tiempo en la
poblacion espafiola, desde el afio 1900 hasta el 2000. Ellos dividieron la poblacién
en cuatro grupos de estudio de la siguiente manera, aquellos nacidos entre 1900-
1925 (n=206), 1926-1950 (n=320), 1951-1975 (n=408) y 1976-2000 (n=371). Este
trabajo encuentra diferencias en las frecuencias alélicas en el grupo de 1976 —
2000 con relacién a los otros grupos de estudio. Aunque los datos de este estudio
no son perfectamente comparables por edad con los nuestros, si pueden ser
comparados con los resultados obtenidos por Gonzalez-Galofre y colaboradores
en Colombia en el 2010 (96) quienes incluyeron individuos en un rango de edad
similar (nacidos entre 1985 y 1993), encontrandose similitudes en las frecuencias
alélicas, las cuales se mantiene en el mismo rango para el alelo 677C (entre 53%

y 58%).

Resulta interesante las diferencias observadas entre las frecuencias alélicas del
estudio espafiol y el de Gonzalez —Galofre, al compararlas con las de los nifios de
este estudio. En los nifios, se ve un incremento en la frecuencia del alelo 677C
(60%), lo que sugiere que las diferencias temporales, y no solo las diferencias

espaciales, estan afectando este polimorfismo.

Estos cambios en las frecuencias alélicas reflejan la dinAmica de los genotipos en
la poblacién de estudio. Asi, al analizar la poblacién global (adultos nifios),
incluidos en este trabajo, encontramos un incremento significativo en la proporcién
de heterocigotos observados y un déficit de homocigotos observados para 677TT

con relacion a los esperados (Tabla 6), cambios que no se observan en la



poblacion de adultos (Tabla 7), pero si son evidentes al comparar con los datos de

los genotipos de los niflos (Tabla 10).

Al comparar los datos genotipicos con los reportes previos de la poblacion
colombiana (96), observamos que las proporciones genotipicas previamente
reportadas presentan similitudes con las frecuencias genotipicas de los adultos
(tanto de Bogotd como de Villavicencio), mientras que las del estudio de
Gonzalez-Galofre se asemejan mas a las de los nifios. Este cambio en las
frecuencias alélicas soporta nuestra hipotesis de que los cambios de la dinamica
genético-poblacional para el polimorfismo MTHFR 677C->T se producen por las
diferencias temporales. No obstante Mayor-Olea y colaboradores (46) observaron
gue estos cambios genotipicos en la poblacion espafiola son diferentes y que la
frecuencia del alelo 677T es consecuencia de un exceso de homocigotos 677TT y
no de heterocigotos, como es el caso de las dos poblaciones infantiles
colombianas. Ellos sugieren que estos cambios puede ser consecuencia de un
evento selectivo sobre la poblacién nacida entre 1976 y 2000, sin embargo, no
descartan un posible efecto Wahlund en su poblacion, lo que podria explicar estas
observaciones. Como se discutira mas adelante, en la poblacion colombiana no

encontramos evidencia de efecto Wahlund.

6.2 Analisis de equilibrio Hardy-Weinberg

Al realizar la medicion del EHW en este estudio se observd que la poblacion total
no se encuentra en EHW (p = 0,000) aceptando la hipotesis alternativa de exceso

de heterocigotos (Tabla 13). Esta desviacion del EHW total es consecuencia de la



pérdida del EHW observada en el grupo de nifios (Tabla 15), tanto en nifios de
Villavicencio como de Bogotd D.C., a diferencia de los dos grupos de adultos
quienes se encontraron en EHW (Tabla 15). La desviacion en EHW observada en
los nifios y no en los adultos sugiere que puede existir algin evento bioldgico entre
los nifios, que esta alterando las frecuencias genotipicas y alélicas, que no se

observa en los adultos.

El trabajo reportado por Gonzéalez-Galofre reporta también perdida en el EHW (p =
0,0001) en su poblacién de estudio(96), asi como Mayor-Olea y colaboradores en
Espafia. En todos los casos se encuentra la desviacion en el EHW en la poblacion
nacida en el Ultimo cuarto del siglo XX(46). Estos cambios en la poblacién de
Gonzalez-Galofre (poblacion colombiana) son similares a los observados en los
nifios de nuestro estudio, asi que es posible que el mismo evento biologico esté
afectando las dos poblaciones y el hecho de que los adultos se encuentren en
EHW sugiere que este evento se pudo presentar en un momento posterior a 1976.
Asi las diferencias en las desviaciones con las poblacion espafiola puede ser
consecuencia de las diferencias genético-poblacionales entre las poblaciones
Europeas y las Americanas entre estas Colombia (125). Para lo cual se realiz6 con
los datos obtenidos por Mayor-Olea el andlisis de EHW encontrandose que la
poblacion nacida antes de 1976 (n = 936) se encontraban en equilibrio para dos
hipétesis, déficit y exceso de heterocigotos (p = 0, 8995 y 0,9359
respectivamente), con lo que las diferencias con la poblacién espafiola no podrian
ser explicadas como consecuencias de los acervos genéticos propios de cada

poblacion, por lo tanto la desviacion del EHW afectando un unico locus se



presente coincidente con la misma escala temporal, lo que sugiere que esto puede
ser consecuencia del mismo evento biolégico que afecta a las poblaciones
colombianas, pero puede diferir en su intensidad. Asi, sugerimos que este
comportamiento no es exclusivo de la poblacién colombiana o inherente de esta lo

gue descarta un posible efecto fundador.

Dos eventos biologicos pueden producir estos cambios en la magnitud
encontrada: selecciéon y efecto Wahlund, ya que estos dos eventos no afectan por
igual a todo el genoma, como la endogamia, sino a partes puntuales de él. El
efecto Wahlund, o efecto de subdivisidn poblacional, promueve el aumento de
homocigotos y la disminucion de heterocigotos como se puede observar en el
estudio de la poblacion espafiola(46). Aunque el efecto Wahlund puede desviar
también las estimaciones del EHW, algunos elementos ponen en duda este evento
para la poblacion de nifios de este trabajo. En primer lugar, la desviacién del EHW
en esta poblacién se presenta por un exceso de heterocigotos, lo cual no es
producido por efecto Wahlund; en segundo lugar, las diferencias genéticas entre la
poblacion de nifios no son significativas, como lo reflejan el Gs;" (Tabla 17) y los
estadisticos F de Wright (Tabla 20). En tercer lugar, el efecto Wahlund es menos
probable debido al alto flujo génico entre la poblacién de la region Andina y la
region de la Orinoquia posterior al 1974 con la construccion del viaducto y la
carretera Bogota D.C — Villavicencio, lo que ha promovido que muchas de las
personas migrantes se establezcan y formen familias con personas residentes de
cada region, homogenizando las poblaciones. Por lo tanto, la no existencia de

EHW por efecto Wahlund es poco probable.



En nuestro trabajo, la desviacion del EHW es consecuencia de un exceso de
heterocigotos, lo que puede deberse mas cominmente a un evento de seleccion.
Esta puede estar actuando de dos maneras, directamente sobre el polimorfismo
MTHFR 677C->T o sobre un haplotipo que lo que lo contenga, lo que requiere de

estudios para otros marcadores y de analisis de desequilibrio de ligamiento.

Esto significa que el evento selectivo por ventaja del heterocigoto puede ser el
evento biolégico mas probable y mas parsimonioso de acuerdo con los sesgos

observados respecto al EHW en la poblacién de nifios.

6.3 Diversidad y estructura poblacional

Las estimaciones de diversidad de Nei (Tabla 16) y Gst’ muestran que la mayor
heterogeneidad se encuentra en la poblacién total, como consecuencia de los
comportamientos diferentes de las poblaciones de nifios y adultos. Al analizar la
poblacién de adultos, puede explicarse la diferenciaciéon poblacional con las
Gst'restricciones en el flujo génico entre las poblaciones de Villavicencio y Bogota
D.C antes de 1976. Este aislamiento puede ser explicado por la cordillera Oriental,
la cual es una barrera geogréfica que separa la regibn Andina, en la que se
encuentra la ciudad de Bogota, y la region de la Orinoquia, a la que pertenece la

ciudad de Villavicencio, limitando las migraciones entre ellas.

Historicamente, la comunicacion entre estas dos regiones solo se hace por dos
carreteras; la via Villavicencio — Barranca de Upia — Yopal — Sogamoso y la via
Bogota — Villavicencio, siendo esta udltima la principal via de comunicacion e

intercambio mercantil entre estas dos regiones. Sin embargo, no es hasta



mediados de los setentas cuando se culmina la adecuacion de esta carretera para
el trasporte masivo y a finales de los noventas, se pone en funcionamiento la
Autopista al Llano, la cual ha reducido los tiempos de viaje y ha favorecido durante
las ultimas décadas la migracion y flujo génico entre estas regiones. Segun el
DANE estos movimientos migratorios se realizan en mayor medida desde Bogota
D.C. hacia Villavicencio lo que es explicado por el saldo neto migratorio (SNM)
positivo del Meta entre 1996-2000 (SNM = 20254) con relacién a los de 1985-1990
(SNM = -9059) y entre 1990 y 1995 (SNM = -9206)(126), lo que sugiere que antes
de 1995 se presentaba méas emigracion y después de 1996 se observa mayor
inmigracion, la cual sin duda ha sido favorecida con las mejoras viales hacia

Villavicencio .

Los andlisis de los estadisticos F encuentran sub-estructura en la poblacién de
adultos, lo que corrobora los resultados obtenidos con las estimaciones de
diversidad de Nei (Tabla 20) y sustentan la estructura poblacional de nacimiento
de los adultos discutida antes. Ademas, estos resultados muestran que los nifios
se comportan como una Unica poblacién, lo que sugiere que este aislamiento
geografico pudo disiparse entre 1976 y el 2000 (fechas limitantes de los grupos
muestreados), lo que concuerda con los datos historicos de la construccién de la

via Bogota-Villavicencio.

El estadistico Fsr, y sus modificaciones, han sido usados histéricamente para
detectar fendmenos de adaptacibn en ambientes locales. Variaciones entre
poblaciones con valores de Fsr, inusualmente elevados a los esperados son

tipicamente interpretadas como resultado de presiones de seleccién positiva que



estan restringidos a ambientes especificos o0 especializados a ciertos
componentes dietarios en las subpoblaciones(127). No obstante, resultados de la
Fgr también pueden ser explicados por diferencias en fendbmenos ambientales y
nutricionales a los que podrian estar sometidos, en nuestro caso, las poblaciones

de adultos y nifios 0, mas especificamente, los padres de estos.

Los climas de la region Andina y la Orinoquia no han exhibido mayores cambios
durante el ultimo siglo, pero los patrones nutricionales de las dos poblaciones si lo
han hecho como consecuencia del aislamiento geografico al que ha sido
sometidas, lo que promovié el mayor consumo de alimentos animales en la region
de la Orinoquia, a diferencia de la regién Andina donde la alimentacion se basaba
en mayor parte a los productos obtenidos de la agricultura. Sin embargo, con la
creacion de la autopista Bogota-Villavicencio, las caracteristicas dietarias se han
homogenizado como consecuencia de las facilidades de intercambio de productos,
lo que soporta el comportamiento poblacional de los nifios. De esta manera, los
cambios culturales con relacién a la dieta y al aislamiento geografico son dos
factores que han influido de manera rapida a través del tiempo y podrian explicar

los resultados obtenidos en este estudio.

Los valores obtenidos de Fir y F;g en la poblacion general son negativos, sin
embargo, al realizar un analisis en las subpoblaciones, encontramos que la
poblacion de adultos presenta valores positivos (Tabla 19), o que se explica por el
ligero déficit de heterocigotos e incremento de homocigotos y soporta posibles

eventos de endogamia o, mas posiblemente, efecto Wahlund. El posible efecto



Wahlund puede ser considerado una explicacion al exceso de homocigotos si se

tienen en cuenta los factores de aislamiento geogréfico presentados antes.

Es importante remarcar que la poblacion de nifios presenta valores de Fig y Fyr
negativos (Tabla 20), por lo tanto, es poco probable que se encuentre bajo los
efectos de la endogamia. Esto, asociado a los cambios observados a través del
tiempo y a las diferencias entre las frecuencias alélicas para el polimorfismo
MTHFR 677C->T entre las poblaciones de estudio y a nivel global, soportaria la
hipétesis basada en posibles presiones selectivas que favorecen al heterocigoto,

manteniendo la presencia de este polimorfismo.

6.4 Modelo de seleccion

A partir de los resultados discutidos anteriormente, elegimos el modelo de
seleccion a favor del heterocigoto, o seleccion estabilizante, como el mejor modelo
para soportar nuestros resultados. Ha sido sugerido en un estudio previo sobre las
frecuencias del polimorfismo MTHFR 677C->T en la poblacion de Noruega que se
cuenta con un mayor fithess relativo para el heterocigoto en una cohorte de
individuos adultos, sin llegar a ser comprobado(128). Bajo este modelo, los dos
alelos del polimorfismo se mantendran en la poblacion, debido a que el mayor

fitness (w = 1) lo tiene el heterocigoto.

Mayor-Olea y colaboradores en su estudio (46) proponen un modelo de seleccion
gue puede ser clasificado como de dominancia incompleta o direccional, donde un
anico alelo se fijara en la poblacion si el evento de seleccion que generé el cambio

abrupto de las frecuencias en los ultimos 25 afios del siglo XX es persistente en el



futuro. La diferencia de los dos modelos es consecuencia de la divergencia entre
las hipotesis de desviacion de EHW obtenidas en nuestro estudio y el de la
poblacion espafola, exceso de heterocigotos y exceso de homocigotos
respectivamente. Estos modelos seran utiles para simular los comportamientos
entre generaciones, sin embargo, la falla de estos modelos se debe a que las
generaciones humanas son sobrelapantes y no se comportan como
independientes, sin embargo, se manejaron como independiente para explicar

nuestro modelo.

Al usar el modelo de seleccion propuesto aqui, observamos que el cambio de las
frecuencias alélicas se presenta rapidamente durante la primera generacion (entre
GO y G1) y se mantiene a lo largo de las generaciones subsiguientes, alcanzando
valores cercanos a 50%, sin presentar mayores cambios en la generaciones
futuras teniendo en cuenta una presiéon de seleccion constante. Con relacion a los
cambios de los genotipos, encontramos que a un fithness constante entre
generaciones, el genotipo que prevalecera sera el heterocigoto 677CT el cual
alcanzara frecuencias maximas de hasta 72% lo que favorece que los dos alelos
permanezcan en la poblacion (Fig 16). Aunque nuestro modelo explica los
cambios de las frecuencias en el tiempo y predice su comportamiento, no es claro
cual es la presion de seleccibn que modela este comportamiento genético-

temporal.

En el caso de la poblacion espafiola(46), los autores sugieren que el tratamiento
con vitaminas y folatos a las embarazadas es la presion de seleccién emergente y

ubican el inicio de esta politica en Espafia a partir de 1998. Ellos argumentan que



los folatos incrementan la viabilidad de los fetos con genotipo homocigoto 677TT,;
esta hipotesis esta basada en el incremento del nimero de individuos con el
polimorfismo a mediados de 1970, el coincidente incremento en la ingesta de
vitaminas y folatos por mujeres embarazadas en Espafia y los resultados

observados en el grupo 1976 - 2000.

6.5 Seleccion, folatos y acido félico

El estudio esparfiol no es el Unico que relaciona un posible efecto de seleccion
entre el folato/acido folico y el polimorfismo MTHFR 677C->T. Mdltiples
publicaciones proponen una relacion genético-ambiental, una hipétesis de
interaccidon gen-nutriente, que influencia la seleccion gamética y la viabilidad de los
embriones que portan el polimorfismo MTHFR 677C->T con relacion a la cantidad

de folatos en el ambiente(94,128).

Wong y colaboradores en el 2002(129) encontraron un incremento del 74% en el
recuento espermatico en hombres subfértiles, mas no en fértiles, después de ser
suplementados con acido félico y sulfato de zinc. Posteriormente, Ebisch y
colaboradores(130) relacionan los genotipos del polimorfismo MTHFR 677C>T
con los resultados de Wong y colaboradores, encontrando un incremento en el
recuento espermatico en hombres subfértiles y fértiles luego de la intervencién con
acido folico y sulfato de zinc pero, Unicamente, en aquellos que presentaban el
genotipo 677CC. Lucock y Yates han sido grandes expositores de esta hipotesis
en multiples publicaciones(72,92,131,132)y han presentado como hipétesis que

cuando los niveles de folato, o acido félico, no estan restringidos, se favorece la



supervivencia in utero para los homocigotos 677TT debido a que el genotipo
incrementa los niveles de 5-10 metilenetetrahidrofolato favoreciendo la sintesis y
estabilidad del ADN(72,94). Con relacion a lo anterior, otros estudios(46,93)
encontraron que los genotipos 677CT y 677TT estan sobrerrepresentados en

productos de aborto recolectados durante la década de 1982 — 1990(46).

Ademas, se promueve la actividad de la via de transulfuracion de la homocisteina
y no su remetilacion, favoreciendo la reduccién en la concentracién de la misma.
Esto favorece la reduccion de los NTDs en un ambiente con exceso de
folatos(90,131), a diferencia del homocigoto 677CC que puede beneficiar a los
embriones cuando hay menor abundancia de acido folico debido a la aumentada

eficiencia de la enzima con la variante silvestre.

Por su parte, Lucock y colaboradores (91) realizan un primer acercamiento a los
cambios en las frecuencias del polimorfismo MTHFR 677C->T y a la disponibilidad
de folatos en las diferentes estaciones climéticas, en individuos nacidos en
Inglaterra y en Australia, antes de la implementacion de la suplementacion con
acido fdlico en estos dos paises, encontrando una mayor frecuencia del alelo 677T
en las gestaciones que empezaron entre julio- septiembre comparadas con
aguellas iniciadas en enero-febrero y octubre-diciembre. Este pico puede ser
consecuencia del pico natural de abundancia de frutos en verano/otofio, lo que
sugiere que el folato dietario puede conferir ventajas entre poblaciones
dependientes de fuentes alimenticias obtenidas durante las estaciones

modificando el estado vitaminico individual en el momento de la concepciéon(91).



Estos datos sefialan a los folatos y al acido folico como posibles fuerzas selectivas
sobre el particular comportamiento del polimorfismo MTHFR 677C->T a nivel
mundial incluyendo nuestra poblacion de estudio. Esta hipétesis se ajusta
temporalmente con nuestros datos, debido a que los patrones de seleccion en
nuestro estudio son observados en la poblacién de nifios (nacidos después del
afio 2000), al igual que Gonzalez-Galofre en una poblacion joven (nacidos entre
1985 y 1993) y Mayor Olea durante el ultimo cuarto del siglo XX (nacidos entre
1976 y 2000) coinciden con el inicio de las campafias masivas de fortificacion de
las harinas y granos, y la suplementacion a las gestantes con &cido félico para la
prevencion de los NTDs, aunque existe gran controversia, en especial en paises
en vias de desarrollo, con relacion a si esta normatividad se lleva cabo o no,
debido a la alta incidencia de embarazos no planeados, el escepticismo de las

gestantes o la falta de acatamiento de la norma.

Guenther y colaboradores(30) demuestran in vitro que diferentes concentraciones
de folato pueden reducir marcadamente la perdida de afinidad al cofactor y asi los
portadores de las variantes podran comportarse como el genotipo silvestre (Fig
10) . Por lo tanto, las caracteristicas fisico-quimicas del acido félico con relacién al
folato, tales como la menor degradacién al calor y la gran biodisponibilidad (98%
del acido félico vs 30% del folato en los alimentos), sugieren que la fortificacion de
las harinas aportaria suficiente acido félico en la dieta lo que favoreceria el
desarrollo de embriones portadores del alelo 677T y su persistencia en la especie

humana.



6.6 Nutricion y evolucion humana

El mayor cambio dietario al que ha sido sometida la especie humana fue el origen
de la agricultura y la domesticacion animal, hace cerca de ~12.000 afios atras en
diferentes partes del mundo, Asia, Europa, Suramérica y Africa(133), lo que
generé cambios en los comportamientos culturales, sociales y nutricionales entre
nuestros antepasados cazadores-recolectores y los grupos pastores-agricultores,
tales como el decrecimiento del nomadismo y el incremento en la densidad
poblacional. Sin embargo, el desarrollo de la agricultura lleva a la reduccion de la
diversidad nutricional en la dieta (por ejemplo, 50-70% de las calorias de la dieta
desde la agricultura son almidones) y estd asociado a esta reduccion en la
diversidad dietaria; la agricultura también se ha asociado a consumos excesivos
de calorias, superiores a las cantidades requeridas diarias, lo que podria favorecer
el desarrollo de ciertas enfermedades de la modernidad como consecuencia de la
hipétesis de Neel “genotipo ahorrador”, la cual se propuso que a través de la
seleccibn natural requerida para mantener la eficiencia metabdlica se
seleccionaron en el genoma ciertas variantes que favorecen la maxima obtencién
calorica desde los alimentos consumidos. Asi, debido al cambio dietario rapido, y a
la alta disponibilidad de alimentos en nuestra sociedad actual, no se ha permitido
la accion de la seleccion natural con lo cual “el genotipo ahorrador” persiste en
nuestro genoma, favoreciendo el desarrollo de enfermedades prevalentes como la

diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad(134).

Estas observaciones son sustentadas por los regimenes de alimentacion de las

sociedades cazadoras-recolectoras actuales, cuyos comportamientos alimenticios



se asemejan a los de los humanos antes de la agricultura y sugieren que cerca de
un ~65% de la dieta proviene de alimentos vegetales y el 35% restante de la dieta
proviene de fuentes animales, lo que constituye dietas altas en proteinas y bajas
en carbohidratos, a diferencia de las dietas encontradas en poblaciones
agricultoras, por lo tanto, aun es posible que el cambio en el contenido de proteina
durante la transicion, de cazadores recolectores a cultivadores, represente una
presion de seleccion sobre sefiales de la insulina y el metabolismo
humano(135,136). De esta manera, los patrones dietarios varian temporalmente al
igual que lo hacen espacialmente. Asi, la respuesta adaptativa a nuevas presiones
de seleccion local puede generar nuevos alelos por mutacién o seleccion, lo cual
favorece alelos ya existente, neutrales o ligeramente deletéreos, antes del cambio
ambiental. Estos escenarios fuerzan a una respuesta adaptativa rapida y por lo
tanto incrementar la frecuencia entre las especies sometidas a estos cambios

draméticos, tanto ambientales como dietarios(133) (Fig 17) .

La evolucién cultural, a diferencia de la seleccion natural, sucede rapidamente;
asi, los cambios dietarios conllevan diferencias en el aporte nutricional y vitaminico
a través del tiempo. Con relacion al folato no es diferente, las poblaciones
cazadoras-recolectoras presentaban un aporte constante de folatos debido al
consumo de carne y visceras (como higado y riidén), alimentos que presentan
grandes concentraciones de folato, esto, junto al consumo de tubérculos y
productos vegetales, favorecia la persistencia de los folatos en la dieta. Sin
embargo, el advenimiento de las nuevas tecnologias, como el fuego, lleva a

reduccion del aporte vitaminico de los alimentos por coccién y degradacién por



calor, lo que causa la reduccion en el aporte de folato natural. Posteriormente,
esta reduccion en el aporte de folatos se ve nuevamente modificada debido al
desarrollo de la agricultura, con la consecuencia de la baja diversidad dietaria, la
sobrerrepresentacion de cereales y granos pobres en folatos; el almacenamiento y
la cocina de estos alimentos pudieron favorecer largos periodos de privacion de

folato en la dieta post-agricultura.

Estos fendmenos histéricos pudieron generar ventajas o desventajas selectivas en
ciertos genes en el metabolismo del folato. Un ejemplo es el gen NAT2, que junto
al NAT1 mantiene el balance de folatos en los humanos por medio del catabolismo
por via de la acetilacion de p-ABGlu. Se ha propuesto que el incremento en la
frecuencia de mdltiples haplotipos de NAT2 que favorecen el incremento en los
fenotipos acetiladores lentos, son consecuencia de los regimenes dietarios(137).
Debido que el fenotipo acetilador rapido es neutral o ligeramente ventajoso, la
limitacién de folatos reduce el fitness de los acetiladores rapidos al incrementar la
tasa de degradacion de folatos. En las mismas condiciones el fenotipo acetilador
lento o intermedio favorece la retencion de folatos, reduciendo las perdidas fetales
y los defectos en el nacimiento, por incremento de su fithess bajo restricciones de

folatos en la dieta como las presentes con la introduccién de la agricultura.

Los cambios culturales respecto a la dieta no se han detenido. Mdultiples
fendbmenos han alterado la forma de pensar con relacién a las dietas en las
sociedades, entre estos, la invencion del arado, la agricultura quimica y la
industrializacion han favorecido cambios constantes. Sin embargo, un nuevo

fenébmeno cultural estd cambiando nuestra sociedad como consecuencia del



rapido crecimiento econdmico, la urbanizacién y la globalizacién que ocurre en la
actualidad. Los patrones de la dieta occidental, es decir, los habitos de dieta en los
paises desarrollados y en vias de desarrollo caracterizados por el alto consumo de
carbohidratos (50%) y grasas (35%), lo que incluye endulzantes, bebidas dulces,

carnes procesadas y altas cantidades de harinas y granos refinados(138).

Estos cambios nutricionales a favor del consumo de carbohidratos derivados de

las harinas, asociado a las campafias de fortificacion, someten a las poblaciones

actuales al incremento en la disponibilidad de acido félico, con lo cual se pueden

favorecer los cambios observados en las frecuencias del alelo 677T en el mundo y

a través del tiempo.

6.7 Cambios culturales, acido félico y el polimorfismo MTHFR

677C>T

Es claro que la fortificaciébn de las harinas y granos no se realiza de manera

homogénea en el mundo, existen varios paises principalmente en Europa, Africa y

Asia donde no es obligatorio(139). Por lo tanto, llaman la atencion los cambios

observados en la poblacién espafiola, debido a que Espafia no realiza fortificacién

de las harinas (Fig 3).

La reglamentacion de la fortificacién de las harinas se inicié en Colombia en el afio
de 1996. Las harinas de trigo son de obligatoria fortificacion, mientras que la
fortificacion de los granos y del arroz es voluntaria. El consumo diario en promedio
en Colombia por persona es: harinas=81g, arroz= 96g y maiz=109g(139) y la
fortificacidon se realiza con 1.54 mg de &cido félico por cada kilogramo de

harina(15) lo que genera aportes de acido félico de aproximadamente ~120 ug/dia,



Gnicamente por las harinas consumidas. Ademas, se debe tener en cuenta el
aporte proveniente de las fuentes naturales, el de los granos fortalecidos y el
promovido por los alimentos enriquecidos, por ejemplo los cereales con
contenidos de 100% el valor diario (DV) requerido de &cido folico (400 pg/dia) por
porcion (Anexo 5). De esta manera, es posible alcanzar valores cercanos de las
concentraciones necesarias de acido folico para las gestantes Unicamente con el

aporte dietario.
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Figura 17. Resumen y modelo de las interacciones culturales y los cambios en las frecuencias del
polimorfismo MTHFR 677C->T a través de diferentes momentos de la historia humana fuera de
africa. La linea roja muestra el origen ancestral del polimorfismo y sus fluctuaciones a través del
tiempo con relacion a la disponibilidad de folato.

Asi, proponemos una extension del modelo gen/nutriente, que favorece la
selecciéon del polimorfismo MTHFR 677C->T, a un modelo de cultura/gen. En la
Figura 17, se presenta una relacion entre los tipos de sociedades humanas a
través de la historia, los cuales he divido en tres grupos (cazadores-recolectores,
domesticadores, industrializacion-globalizacion), posteriormente, se presentan los

eventos culturales que promovieron los cambios en los componentes de la dieta,



luego la disponibilidad de folato y acido félico en cada momento histérico y por
altimo se grafica el comportamiento hipotético de la frecuencia del polimorfismo
MTHFR 677C—>T a través del tiempo como consecuencia de las presiones de
seleccion resultado de los cambios ambientales y culturales de cada tipo de
sociedad por el que ha pasado la especie humana. Ademas, presentamos las
fluctuaciones de la frecuencia del polimorfismo MTHFR 677C->T a través de la
historia cultural humana. Partiendo de estos postulados nuestro modelo
cultura/gen se ajusta a los resultados aqui presentados resultados y establece la
fortificacion y suplementacion con acido folico como la posible presion de
seleccion en nuestro modelo de ventaja del heterocigoto favoreciendo el
incremento de la frecuencia del polimorfismo MTHFR 677C->T en nuestra

poblacion.

6.8 Consideraciones finales

La seleccion a favor del heterocigoto, es un evento poco comun en la especie
humana. Pocos eventos han sido comprobados y suelen presentarse cuando el
genotipo heterocigoto confiere alguna capacidad de proteccién contra agentes
infecciosos, por ejemplo mutaciones del gen G6PD asociadas con fenotipos de
hemolisis consecuencia de estrés oxidativo producido por la exposicién a algunos
agentes ambientales, donde los individuos heterocigotos presentan fenotipos leves
de deficiencia de G6PD vy proteccion contra infeccibn por Plasmodium
falciparum(140,141). Otros ejemplos en humanos son los relacionados con el gen
HbS, el cual se relaciona con la enfermedad de células falciformes y en estado

heterocigoto confiere proteccion contra malaria, al igual que algunos genotipos de



talasemias(142). Estos fendmenos de ventaja del heterocigoto fomentan la
persistencia de variantes deletéreas en la salud humana que son adaptativas entre

ciertas poblaciones humanas.

Al igual que en los ejemplo anteriores, la ventaja a favor del heterocigoto que es
propuesta en este trabajo para el polimorfismo MTHFR 677C—>T promueve la
persistencia del alelo 677T el cual se ha asociado con multiples condiciones
clinicas deletéreas en la especie humana (Tabla 3). Sin embargo, muchas de
estas enfermedades se presenta en la poblacién adulta (en edades post-
reproductivas), por lo tanto, no hay una reducciébn marcada del fitness de los
portadores, lo que hace que este polimorfismo se presente en la poblacién como
casi-neutral y permitiendo a esta fuerza de seleccion (el acido folico) actuar
Gnicamente sobre los embriones y el mantenimiento del embarazo, lo que
favorece la persistencia del alelo 677T, aungue se espera que en una proporcion

mas baja que la del alelo 677C.

Otras hipoétesis han sido formuladas en la comunidad cientifica para explicar los
cambios poblacionales del polimorfismo MTHFR 677C->T. Uno es el complejo
regulatorio epistatico explicado por la relacion sinérgica del genotipo 677TT y otros
SNPs que pueden regular los niveles téxicos de homocisteina de manera positiva,
los cuales pueden encontrarse en desequilibrio de ligamiento y de esta manera se

esta seleccionando el haplotipo(128).

Por otra parte, una hipoétesis de proteccion contra agentes infecciosos ha surgido
recientemente con los resultados de ciertos estudios genético-poblacionales y

experimentales, por ejemplo, proteccion contra la infeccion por virus de hepatitis B



observada en una poblacion africana(143), reduccién en la replicacién del
citomegalovirus (CMV) en modelos murinos(144) y, recientemente, la proteccién
contra la infeccidon por Plasmodium falciparum(145). Sin embargo, estas hipoétesis
no han sido comprobadas en la especie humana y no se ajustan a los cambios

temporales que si pueden ser explicados por nuestro modelo cultura/gen.



7 Conclusiones

Este es el estudio de andlisis del polimorfismo MTHFR 677C->T realizado en
Colombia con el numero poblacional mas grande hasta la fecha, lo que lo
convierte en un punto de referencia para posteriores estudios poblacionales, tanto
en el territorio nacional como a nivel internacional. Ademas, es el primer estudio
en Colombia y en el mundo que evalia el polimorfismo MTHFR 677C->T en
poblacion infantil. Por lo tanto, esta poblacion no es comparable con otras
previamente reportadas. El analisis de genotipos y frecuencias alélicas en este
trabajo encuentra diferencias significativas entre la poblacion de adultos y la de
nifios, lo que sugiere que estas dos poblaciones se comportan genéticamente de
maneras diferentes, lo que al parecer esté influenciado por historias demograficas

diferentes, comportamientos nutricionales y eventos biolégicos de seleccion.

En el andlisis de diversidad genética se observd estructuracion del grupo de
estudio de adultos, lo que es explicado por el aislamiento geogréfico y cultural de
la region Andina y la Orinoquia antes de la década de 1970. Asimismo, el
desarrollo en términos viales entre estas dos regiones ha generado procesos
migratorios que han homogenizado las poblaciones haciendo que estas se

comporten como una sola, fenbmeno gque se observa en los nifios.

Los cambios en las frecuencias del polimorfismo MTHFR 677C—->T sugieren un
evento selectivo sobre la poblacion de nifios. La seleccion es una de las

principales fuerzas que llevan a evolucion y suele requerir de largos periodos de
92




tiempo para actuar. Como se puede observar en este trabajo los cambios
culturales en este caso nutricionales y el sometimiento de la poblacién a influjos
altos de acido félico pueden estar favoreciendo la seleccion en corto tiempo. En
nuestro caso, la seleccion se produce por ventaja del heterocigoto, lo que se
ajusta con el incremento en la frecuencia del alelo 677T, sin embargo, la
intensidad de esta presion de seleccidon no ha sido suficiente para fijar este alelo
en ninguna poblacion, lo que explica por qué se han manteniendo los dos alelos

(677C y 677T) en la especie humana.

La presencia del alelo 677T no presenta una ventaja selectiva sobre el individuo
gue lo porta en homocigosis, en cambio, puede generar susceptibilidad a multiples
enfermedades cronico-degenerativas en el adulto, por lo tanto, el mantenimiento
de este alelo en la poblacién podria aumentar el riesgo de enfermedades de la

vida adulta en las generaciones futuras.

La ventaja selectiva del acido félico probablemente esta ejerciéndose durante el
periodo embrionario lo que favorece el desarrollo normal y el mantenimiento del

embarazo hasta el término, en especial a los individuos heterocigotos.

En este trabajo proponemos por primera vez una perspectiva novedosa que
soporta la hipétesis gen-nutriente propuesta por Lucock(131) bajo un modelo de
coevolucion cultura/gen, el cual es explicado por las fluctuaciones en la
disponibilidad del folato a través de la historia de nuestra especie, lo que
concuerda con los cambios recientes observados en la frecuencia del polimorfismo

MTHFR 677C->T.
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Finalmente, es interesante la relacion de los datos genéticos con los fendmenos
sociales y culturales que suceden en una region o un pais, lo que reafirma el rol de
la genética de poblaciones en la reconstruccién de la historia de la poblacion

colombiana.

8 Perspectivas

Aunque nuestros analisis se han realizado de manera exhaustiva es necesario el
estudio de otros marcadores para descartar otros eventos biolégicos que pueden

estar afectando a los adultos tales como la endogamia.

Ademas, es importante realizar una estudio de haplotipos para corroborar el
posible evento de seleccion al que puede estar sometido el alelo 677T y no se
descarta el andlisis de secuencias para llevar a cabo diferentes test genético

poblacionales de seleccion que pueda soportar nuestros resultados.

Multiples estudios seran necesarios para comprobar que el acido félico es la
fuerza selectiva a la que estd sometido el alelo 677T. Un knockout condicional del
gen MTHFR y su exposicién a acido félico serian el mejor modelo para explicar
estos eventos selectivos. Sin embargo, las limitaciones econdémicas y en
infraestructura de la investigacién en nuestro pais hacen aun lejana la posibilidad

de desarrollar este tipo de estudios.

Es importante comprobar en poblaciones humanas la hipétesis de seleccién por
proteccion contra agentes infecciosos que han sido propuestas para el

polimorfismo MTHFR 677C->T en otras especies de mamiferos.
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10 Anexos

10.1Anexo 1. Concentraciones de Folatos naturales y acido
folico sintético

Tabla 1. Contenido de folato en los alimentos

Grupo Alimento Folato (ug) x 100g
Cereales y derivados Avena 60
Trigo 57
verduras y hortalizas Brotes de soja 160
Espinaca 140
Escarola 127
Acelga 90
Col 90
Puerro 127
Coliflor 90
Repollo 80
Brocoli 90
Legumbres Garbanzos 180
Habas secas 78
Frutas Aguacate 66
Tomate 28
Frutos secos Mani 110
Almendra 96
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Nueces 47

Lacteos y derivados Leche entera 4
Queso 60
Carnes Higado de pollo 590
Higado de ternera 240
Higado de cordero 220
Higado de cerdo 110

Huevos Yema 25

Tabla 2. Presentaciones disponibles comercialmente de &cido félico

Presentacion Concentracion

Tabletas/Comprimidos 400 pg, 1mg, 4mg, 5mg

Ampollainyectable Img/ml (ampolla x 1ml)
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10.2Anexo 2. Consentimientos informados.

Universidad del Rosario

Facultad de Ciencias Naturales y
Matematicas

Laboratorio de Biologia Celular y

Sa
.q) Molecular

Consentimiento informado para la toma de muestras biologicas con el objeto de realizar

Estudio:

un trabajo de investigacion

Evaluacion del polimorfismo C677T del gen de la metilen tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) en adultos y nifios.

a)

b)
c)

Cualquier informacion adicional, usted puede obteneria directamente con:
Maria Martinez Agiiero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 1-3474570 ext. 340

Usted esta invitado (a) a participar en un estudio de investigacion propuesto por la unidad de
Biologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de la Universidad del Rosario, con
la participacion de los siguientes investigadores: Maria Martinez Agiero, Magda Carolina
Séanchez y Julian Camilo Riafio Moreno

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes para la realizacion de
este estudio:

LA PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO ES TOTALMENTE VOLUNTARIA.

La naturaleza de esta investigacién, su propésito, sus limitaciones, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion pertinente al resultado de este, le
sera explicada por el equipo de atencion clinica.

Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.
CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados
en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario. Las historias
meédicas, los resultados de examenes y la informacién que usted nos ha dado son de caracter
absolutamente confidencial, de manera que solamente usted y el equipo de investigacion
tendrd acceso a estos datos. Por ningun motivo se divulgard esta informacion sin su
consentimiento.
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f) De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993, este estudio puede ser
clasificado como una “investigacion con riesgo minimo”. Se cumplira con lo establecido por
el Ministerio de Proteccion Social Colombiano, la Ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993.

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL DONANTE

OBJETIVO: El objetivo de este proyecto es evaluar el posible efecto de la suplementacion con acido folico
en la poblacion colombiana a madres gestantes y a ciertos alimentos de consumo frecuente sobre las
frecuencias de uno de los genes de la ruta del folato (Metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)) mediante
la técnica de reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) y la utilizacion de enzimas de Restriccion. La

frecuencia asi obtenida sera posteriormente comparada con la reportada para otras poblaciones.

JUSTIFICACION: El &cido félico es una vitamina del complejo B que se encuentra de manera natural en
numerosos alimentos y puede suministrarse de manera complementaria en la dieta, especialmente al ser
adicionada a los cereales o las harinas, o como suplemento nutricional. Esta vitamina ha mostrado ser de
gran importancia durante la gestacién ya que esta involucrado en diferentes procesos como son el correcto

desarrollo del tubo neural o la disminucién de las pérdidas gestacionales recurrentes.

En Colombia se realiza la suplementacion con acido félico a la harina de trigo desde hace mas de 15 afios
(Decreto 1944 de 1996) y desde el afio 2000 se realiza la suplementacién a madres gestantes por parte
del POS con hasta 4 mg/dia de acido folico (Resolucion 412 de 2000).

Diferentes estudios parecen indicar que esta suplementacion genera cambios en las frecuencias de los
alelos de los genes involucrados en la ruta de procesamiento del folato. En este estudio se compararan
las frecuencias génicas y genéticas del polimorfismo de nucledtido simple (SNP) C667T del gen MTHFR
en adultos y nifios. Estos grupos seran: adultos mayores de 35 afios y nifios entre los 8 y los 10 afios. La
idea es evaluar los cambios en las frecuencias poblacionales de los alelos al comparar los dos grupos de
edad.

PROCEDIMIENTO: Se realizard una entrevista clinica con usted y se tomard una muestra de
aproximadamente 5 ml de sangre mediante puncién en vena periférica. En caso que sea necesario repetir
los examenes, usted sera notificado para tomar las muestras nuevamente. Estas muestras seran
manejadas y analizadas unicamente por personas involucradas directamente en este proyecto vy

almacenada en nuestro laboratorio de biologia celular y molecular.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacion en este estudio representa un riesgo minimo para su
salud e integridad y las molestias o efectos adversos estaran representadas exclusivamente por la toma
de la muestra referida en el procedimiento, algunas molestias pueden ser; hematomas, enrojecimiento o

sensibilidad al tacto en el lugar de donde se exirae la muestra, sin embargo, éstas seran transitorias.

Cualquier informacion adicional, usted puede obtenerla directamente con: 2
Maria Martinez Agtero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 1-3474570 ext. 340
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BENEFICIOS ADICIONALES: A partir de este estudio se generara una herramienta de utilidad para la
identificacion del polimorfismo ya mencionado. Adicionalmente, se evaluara el efecto que sobre las

frecuencias genéticas en la poblacién colombiana ha tenido la suplementacion dietaria con acido félico.

MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados que se obtengan de la investigacion solo tendran sentido si
son tomados en forma conjunta y no tendran validez en forma individual. Por lo tanto se entregaran en una

charla informativa al final del estudio.

AUTORIZACION: La utilizacién de la muestra en estudios posteriores nos podra ayudar a entender el
efecto de la suplementacién acido folico en la dieta sobre las frecuencias de otros genes. Se puede dar el
caso en donde usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto ellos como
otros individuos portadores de este polimorfismo podrian beneficiarse. Por tanto, marque su decisién con

respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacion posteriores:

+ Autorizo el almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacién posteriores:
Si O No O

Solo si su respuesta a la pregunta anterior es afirmativa, responda las siguientes preguntas

+ En estudios de investigacién colaborativos con otras instituciones nacionales y/o internacionales.
Si O No O

* En estudios complementarios de diagnostico para mi o para algun miembro de su familia.
Si O No O

+» En estudios de investigacion especificos para las instituciones que participan en esta toma de

muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato mis datos de identificacion:
Si O No O
+» En estudios de investigacion para instituciones diferentes a las que participan en esta toma de
muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato mis datos de identificacion:
Si O No O
» En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones nacionales y/o internaciones,

siempre y cuando exista acuerdo interinstitucional previo, aprobacién del comité de ética y se

conserven en el anonimato mis datos de identificacion.

Si O No O

Cualquier informacion adicional, usted puede obtenerla directamente con: 3

Maria Martinez Agtiero, Ph.D. Profesora Principal, telefono 1-3474570 ext. 340
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Habiendo sido enterado(a) del contenido del presente estudio, informado(a) que no tendré ningun beneficio
directo en el mismo y que se han resuelto todas mis dudas acerca de la investigacion DOY MI
CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA SER PARTE DE ESTE ESTUDIO. Asi mismo, declaro que se

me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.

Firma Paciente

Nombre

Cédula

Teléfono

Direccién

Firma del testigo | Firma Testigo Il
Nombre Nombre
Identificacion Identificacion
Direccién Direccién
Teléfono Teléfono

Nombre

Firma del Investigador

Villavicencio, del mes de del afio

En caso de cualquier inquietud, sugerencia o deseo de salir del estudio usted se puede comunicar

directamente con: Maria Martinez Agiiero, Investigadora principal
Cra. 24 No. 83C-69 Teléfono 1-3474570 Ext: 340 Bogota, D.C.
Dr. Alberto Vélez, Presidente del Comité de Etica en Investigacion
Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud
Cra. 24 No. 63C-69 Teléfono 1-3474570 Ext: 380-249 Bogota, D.C.
Cualquier informacidn adicional, usted puede obtenerla directamente con: 4

Maria Martinez Agtiero, Ph.D. Profesora Principal, telefono 1-3474570 ext. 340
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Facultad de Ciencias Naturales y
Matematicas

Laboratorio de Biologia Celular y
: (g Molecular
ﬁ> ' Universidad del
Rosario

Consentimiento informado para la toma de muestras biolégicas con el objeto de realizar

Estudio:

un trabajo de investigacion

Evaluacién del polimorfismo C677T del gen de la metilen tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) en adultos y nifios.

Su hijo(a) esta invitado(a) a participar en un estudio de investigacion propuesto por la unidad de

Biologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de la Universidad del Rosario, con

la participacion de los siguientes investigadores: Maria Martinez Agliero, Magda Carolina

Sanchez y Julian Camilo Riafio Moreno

Cualquier informacion adicional, usted puede obtenerla directamente con:

Es muy importante que ustedes lean y entiendan ciertos puntos importantes para la
realizacion de este estudio:

LA PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO ES TOTALMENTE VOLUNTARIA.

La naturaleza de esta investigacion, su propdsito, sus limitaciones, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacién pertinente al resultado de éste, les
sera explicada por el equipo de atencion clinica.

Si tienen algun interrogante sobre el estudio por favor no duden en manifestarlo a alguno de
los investigadores, quien con mucho gusto, les contestara sus preguntas.
CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados
en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario. Las historias
médicas, los resultados de examenes y la informacién que ustedes nos han dado son de
caracter absolutamente confidencial, de manera que solamente ustedes y el equipo de
investigacion tendra acceso a estos datos. Por ningun motivo se divulgara esta informacion
sin su consentimiento.

Maria Martinez Agilero_Ph D_Profesora Principal_teléfono 1-3474570 ext 340
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f) De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993, este estudio puede ser
clasificado como una “investigacion con riesgo minimo”. Se cumplird con lo establecido por
el Ministerio de Proteccidn Social Colombiano, la Ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993.

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL DONANTE

OBJETIVO: El objetivo de este proyecto es evaluar el posible efecto de la suplementacion con acido folico
en la poblacién colombiana a madres gestantes y a ciertos alimentos de consumo frecuente sobre las
frecuencias de uno de los genes de |a ruta del folato (Metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)) mediante
la técnica de reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) y la utilizacion de enzimas de Restriccién. La

frecuencia asi obtenida serd posteriormente comparada con la reportada para otras poblaciones.

JUSTIFICACION: El acido félico es una vitamina del complejo B que se encuentra de manera natural en
numerosos alimentos y puede suministrarse de manera complementaria en la dieta, especialmente al ser
adicionada a los cereales o las harinas, o como suplemento nutricional. Esta vitamina ha mostrado ser de
gran importancia durante |a gestacion ya que esta involucrado en diferentes procesos como son el correcto

desarrollo del tubo neural o la disminucion de las pérdidas gestacionales recurrentes.

En Colombia se realiza la suplementacién con acido félico a la harina de trigo desde hace mas de 15 afios
(Decreto 1944 de 1996) y desde el afio 2000 se realiza |la suplementacion a madres gestantes por parte
del POS con hasta 4 mg/dia de acido félico (Resolucién 412 de 2000).

Diferentes estudios parecen indicar que esta suplementacion genera cambios en las frecuencias de los
alelos de los genes involucrados en la ruta de procesamiento del folato. En este estudio se compararan
las frecuencias génicas y genéticas del polimorfismo de nucleétido simple (SNP) C667T del gen MTHFR
en adultos y nifios. Estos grupos seran: adultos mayores de 35 afios y nifios entre los 8 y los 10 afios. La
idea es evaluar los cambios en las frecuencias poblacionales de los alelos al comparar los tres grupos de
edad.

PROCEDIMIENTO: Se realizara una entrevista clinica con los padres o tutores del nifio(a). El nifio debe,
a su vez, autorizar su participacion en este estudio. La muestra se tomara de células epiteliales de la boca
mediante el uso de un hisopo, el cual se introduce en la boca y se toma muestra de carrillos. En caso de
gue sea necesario repetir exdmenes, los padres o tutores del nifio(a) seran notificados para tomar las
muestras nuevamente. Estas muestras serdn manejadas y analizadas Unicamente por personas
involucradas directamente en este proyecto y almacenadas en nuestro laboratorio de biclogia celular y
molecular.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacion en este estudio representa un riesgo minimo para su

salud e integridad y las molestias o efectos adversos estaran representadas exclusivamente por la toma

Cualquier informacion adicional, usted puede obtenerla directamente con: 6
Maria Martinez Agiero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 1-3474570 ext. 340
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de la muestra referida en el procedimiento, algunas molestias pueden ser: enrojecimiento de carrillos en

el lugar de toma de muestra.

BENEFICIOS ADICIONALES: A partir de este estudio se generara una herramienta de utilidad para la
identificacion del polimorfismo ya mencionado. Adicionalmente, se evaluara el efecto que sobre las

frecuencias genéticas en la poblacion colombiana ha tenido la suplementacién dietaria con acido félico.

MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados que se obtengan de la investigacidn sélo tendran sentido si
son tomados en forma conjunta y no tendran validez en forma individual. Por lo tanto se entregaran en una

charla informativa al final del estudio a padres y estudiantes.

AUTORIZACION: La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podra ayudar a entender el
efecto de la suplementacién 4cido félico en |la dieta sobre las frecuencias de otros genes de la misma ruta.
Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero
tanto ellos como otros individuos portadores de este polimorfismo podrian beneficiarse. Por tanto, marque
su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacién en estudios de investigacién

posteriores:

* Autorizo el almacenamiento de la muestra y su utilizacién en estudios de investigacion posteriores:
Si O No 0
Solo si su respuesta a la pregunta anterior es afirmativa, responda las siguientes preguntas

+ En estudios de investigacién colaborativos con otras instituciones nacionales y/o internacionales.

Si O No 0
*» En estudios complementarios de diagnostico para mi o para algun miembro de su familia.
Si O No 0

* En estudios de investigacion especificos para las instituciones que participan en esta toma de
muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato mis datos de identificacion:

Si O No O
* En estudios de investigacién para instituciones diferentes a las que participan en esta toma de
muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato mis datos de identificacion:
Si O No O
* En estudios de investigacién colaborativos con otras instituciones nacionales y/o internaciones,

siempre y cuando exista acuerdo interinstitucional previo, aprobacién del comité de ética y se
conserven en el anonimato mis datos de identificacién.

Si O No O

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Habiendo sido enterados del contenido del presente estudio, informados que no tendremos ningun
beneficio directo en el mismo y que se han resuelto todas nuestras dudas acerca de la investigacién
DAMOS CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA QUE EL MENOR DE EDAD AQUE

Cualquier informacién adicional, usted puede obtenerla directamente con: 7
Maria Martinez Agiiero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 1-3474570 ext. 340
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REPRESENTAMOS SEA PARTE DE ESTE ESTUDIO. Asi mismo, declaramos que se nos ha explicado

la presencia de los riesgos y el manegjo que se le dard al material de muestra.

Nombre del nifio(a):

Firma Padre o Tutor legal

Nombre

Identificacion

Teléfono

Direccién

Firma testigo |

Nombre

Identificacién

Direccidn

Teléfono

Firma del Investigador

del mes de

Villavicencio,

Firma Madre o Tutor legal

Nombre

Identificacion

Teléfono

Direccién

Firma testigo Il

Nombre

Identificacién

Direccién

Teléfono

Nombre

del afio

En caso de cualquier inquietud, sugerencia o deseo de salir del estudio usted se puede comunicar

directamente con: Maria Martinez Agiiero,

Cra. 24 No. 63C-69
Dr. Alberto Vélez,

Cra. 24 No. 63C-69

Investigadora principal
Teléfono 1-3474570 Ext: 340 Bogota, D.C.

Presidente del Comité de Etica en Investigacion
Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud
Teléfono 1-3474570 Ext: 380-249 Bogota, D.C.

Cualquier informacidn adicional, usted puede obtenerla directamente con: 8
Maria Martinez Agdero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 1-3474570 ext. 340
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10.3Anexo 3. Asentimiento informado

Universidad del Rosario

1 - Facultad de Ciencias Naturales y

- ‘La Matematicas

"") - Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular

Asentimiento informado para la toma de muestras biolégicas con el objeto de realizar un trabajo

de investigacién

Estudio:
SHA% 1 Evaluacion del polimorfismo C677T del gen de la metilen tetrahidrofolato

reductasa (MTHFR) en adultos y nifios

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL DONANTE DE CELULAS

Las vitaminas son compuestos muy importantes en el crecimiento de los nifios y los jévenes y en el
mantenimiento de la buena salud de los adultos. Estos compuestos son especialmente importantes cuando
las mamas estan gestando un nuevo bebé. Todo lo que las mamas comen lo recibe directamente el bebe.
Para permitir que los bebés crezcan sanos y se desarrollen bien antes de nacer, es necesario que las
mamas consuman alimentos que tengan muchas vitaminas, como las frutas y las verduras, y también que

consuman algunas vitaminas en pastillas que su médico les recomiende.

El gobierno colombiano, muy preocupado por la buena salud de los nifios, los jovenes y los adultos, ha
reglamentado que algunos alimentos sean enriguecidos con vitaminas y minerales. Algunos de esos
alimentos son: los cereales, las harinas para hacer pasta, pan y pasteles, |a leche, la sal, y muchos otros

mas.

Hace 15 afios se dio la orden de afiadir a las harinas una vitamina que se llama acido folico. Esa vitamina
es muy importante para que el bebé crezca bien durante el embarazo y nazca sano. También hace 11

afios se dio la orden de que las mamas que estan esperando bebé tomen acido félico en pastillas.

El objetivo de este trabajo es ver como ha cambiado a lo largo del tiempo el gen que ayuda a que las
células utilicen el acido félico en el cuerpo. Este cambio esta relacionado con la cantidad de esa vitamina
que las mamas consumieron durante el embarazo. Para esto vamos a comparar personas que nacieron
hace muchos afios (mas de 40), con personas gue nacieron hace algunos afios (entre 18 y 20) y con

personas como ustedes, que nacieron en el afio 2001 y tienen 10 afios o van a cumplirlos pronto.

Cualquier informacion adicional, usted puede obtenerla directamente con: 1

Maria Martinez Agdero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 3474570 ext. 340
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Para poder comparar los genes, necesitamos tener una muestra de ADN. El ADN esta dentro de todas
nuestras celulas y contiene la informacion basica que indica como nos vemos. En el ADN dice de qué color
es nuestro pelo, si tenemos pecas, si nos hace dafio la leche, y también nos cuenta cosas relacionadas

con qué acostumbraba comer la gente antes de que naciéramos.

Las celulas que vamos a analizar en este estudio provienen del interior de la boca. Para recolectarlas
usaremos copitos de algodon que frotaremos con fuerza contra los cachetes, para que las células se
queden pegadas al algodén y después podamos sacarles el ADN. Este ADN lo analizaremos en un
|laboratorio especializado y lo compararemos con el ADN de los jovenes de 20 afios y los adultos de mas
de 40 afios, para saber coémo ha cambiado el gen que ayuda a las células a absorber el acido félico a

través del tiempo, dependiendo de la cantidad de acido félico que la gente consuma en las comidas.

Cuando comparemos los resultados de los tres grupos, podremos saber cuanto han funcionado las
politicas del gobierno para el fortalecimiento con acido félico de las harinas y la suplementacién con
vitaminas a las mamas que estan gestando un bebé. Esperamos que ustedes nos muestren que los planes

del gobierno colombiano para fortalecer a mamas y bebés han sido exitosos.

ASENTIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Yo, con tarjeta de identidad numero

y afios de edad, entendi lo que lei y quiero participar en el estudio

“‘Evaluacién del polimorfismo C677T del gen de la metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en
adultos y nifios”. Entiendo que la muestra de células que se analizara sera tomada de células de la parte

interna de mi boca.

Cualquier informacion adicional, usted puede obtenerla directamente con: 2
Maria Martinez Agiiero, Ph.D. Profesora Principal, teléfono 3474570 ext. 340
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10.4Anexo 4. Cereales que contiene 100% del valor diario (DV)

de acido foélico

Multiples marcas comerciales ofrecen en sus cereales para el desayuno opciones
gue contienen las concentraciones diarias requeridas para mujeres embarazadas
de &cido folico por porcion, entre estos encontramos lo siguientes:

General Mills

o Multi-Bran Chex®

o Wheat Chex®

o Fiber One cereal (caramel delight and honey clusters flavors)
General Mills Total®

o Raisin Bran

o Whole Grain

o Honey Almond Flax Plus Omega-3
Kashi® Heart to Heart

o Honey Toasted Oat

o Warm Cinnamon Oat

o Oat Flakes & Blueberry Clusters
Kellogg's®

o All-Bran® Bran Buds®
All-Bran® Complete® Wheat Flakes
All-Bran® Original
Low-Fat Granola without Raisins
Low-Fat Granola with Raisins
Product 19®
Mueslix
Smart Start® Strong Heart Antioxidants

o Special K® Original
Malt-O-Meal® Crispy Rice
Malt-O-Meal® Mini Spooners

O O O O O O O

o Frosted Mini Spooners

o Blueberry Mini Spooners

o Strawberry Cream Mini Spooners
Quaker® Oats

o Cap'n Crunch Original ®

o Cap'n Crunch’s Crunch Berries®

o Cap'n Crunch's Peanut Butter Crunch®

o Cap'n Crunch's OOPS! All Berries®

o Cap'n Crunch's Chocolatey Crunch®
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Quaker Corn Bran Crunch
Honey Graham OH!s®

King Vitamin®

Cinnamon Life®

Maple & Brown Sugar Life®
Oatmeal Squares Brown Sugar
Oatmeal Squares Cinnamon
Oatmeal Squares Golden Maple
Quisp®

Toasted Multigrain Crisps®
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"El universo no fue hecho a medida del hombre; tampoco le es hostil: es
indiferente.”

Carl Sagan
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