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Resumen

El folato no es sintetizado por el humano, por lo que debe consumirse de fuentes naturales,
como folato, o sintéticas, como acido folico; su importancia radica en la participacion en el
mantenimiento de la homeostasis celular, procesos de regulacion génica, sintesis de
nucledtidos, replicacion de ADN, produccion de aminoéacidos y regulacion de los niveles de
homocisteina. Para cumplir sus funciones, el folato es metabolizado en el ciclo del acido
folico, en donde la participacion de la enzima MTHFR es fundamental. Alteraciones en dicha
enzima, como las causadas por los polimorfismos del gen MTHFR, se relacionan con
susceptibilidades o resistencias para enfermedades relacionadas con procesos de replicacion,

como es el caso del VIH.

Los polimorfismos ¢.677 C>T'y c.1298 A>C MTHFR, han sido estudiados en poblaciones
con diferentes patologias asociadas al reciclaje de la metionina o a desordenes en el ciclo
celular, sin embargo, son pocos los datos genético-poblacionales para la poblacion
Colombiana, y estan totalmente ausentes al analizar la relacion entre los polimorfismos y la

susceptibilidad a enfermedades como SIDA.

El estudio genético poblacional realizado de estos polimorfismos MTHFR, evalu6 los
genotipos de los participantes voluntarios, analizo frecuencias alélicas, seleccion a favor de
heterocigotos, estructura poblacional y el posible ligamiento de los dos polimorfismos, a

partir de la extracciéon de ADN y posterior genotipificacion mediante PCR en tiempo real.

El estudio permitié establecer una tendencia de posible proceso de seleccion natural que
favorece a heterocigotos con respecto al polimorfismo 677C>T; este resultado no es muy
claro respecto al polimorfismo 1298 A>C del gen MTHFR. Existe diferencia significativa
entre las frecuencias alélicas en pacientes con VIH al compararlos con poblacién sana, lo que
se constituye en el punto de partida hacia estudios que podria demostrar que la presencia de

los SNP, al evitar la replicacion viral del VIH, retrase la progresion de la enfermedad.

Palabras Clave: metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), ciclo del folato, sintesis de
dcidos nucleicos y folato, polimorfismo, asociacion genética, virus de la inmunodeficiencia

humana, replicacion de VIH.
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Summary

Folate is not synthesized by humans, but can be found in natural and synthetic sources such
as folic acid; its importance lies in the participation in the maintenance of cellular
homeostasis, gene regulation processes, nucleotide synthesis, DNA replication, amino acid
production and homocysteine regulation. In order to fulfill its functions, folate is metabolized
in the folic acid cycle, where the participation of the MTHFR enzyme is fundamental.
Alterations in this enzyme, such as those caused by the polymorphisms of the MTHFR gene,
are related to susceptibility for important diseases and some weaken the process of viral

replication avoiding the progression to diseases, this is the case of HIV.

The ¢.677 C> T and ¢.1298 A> C MTHFR polymorphisms, have been studied associated
with different pathologies related with methionine recycling or cell cycle disorders, however,
there are few population genetic data from the Colombian population, and are totally absent

the analysis between polymorphism and susceptibility to diseases such as AIDS.

The population genetic study of these MTHFR polymorphisms, evaluated the genotypes of
the volunteer participants, analyzed allelic frequencies, selection in favor of heterozygotes,
population structure, and possible linkage of the two polymorphisms, using DNA extraction

and real time PCR genotyping.

The study allowed to establish a possible process of natural selection that favors
heterozygotes with respect to the 677C> T polymorphism,; it is not very clear the result of the
1298A> C polymorphism of the MTHFR gene. There is a significant difference between
allelic frequencies in patients with HIV compared with healthy ones, which is the start point
towards studies that could demonstrate that the presence of some SNPs, by preventing viral

replication of HIV, delays the progression of the disease.

Key words: methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), folate cycle, synthesis of nucleic
acids and folate, polymorphisms, genetic association, human immunodeficiency viruses

(HIV), HIV replication.
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1 Introduccion

El folato, también conocido como vitamina B9 hidrosoluble, no es sintetizado por el humano,
sin embargo, se encuentra en algunos alimentos - fuente natural- y de manera sintética, en
forma de 4cido folico, bien sea como suplementos vitaminicos o en la fortificacion de las
harinas. Su importancia radica, de manera esencial, en su participacion durante el
mantenimiento de la homeostasis celular, ademas de estar presente de forma activa en
procesos de regulacion génica, sintesis de purinas y pirimidinas, replicacion de ADN,

produccion de aminoacidos y regulacion de la homocisteina hacia metionina o cisteina.

Para cumplir sus funciones, estas moléculas, tanto acido folico como folato, son
metabolizadas en el ciclo de su mismo nombre, en donde la proteina codificada por el gen
metilentetrahidrofolato  reductasa (MTHFR), cataliza la conversion de 5,10-
metilenetetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, enzima principal del ciclo encargada de la
remetilacion de homocisteina a metionina, clave para llevar a cabo todos los procesos

nombrados involucrados en el mantenimiento del equilibrio celular.

Variaciones en este gen, principalmente polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), causan
alteraciones en la enzima MTHFR que modifican su actividad catalitica, influyendo en la
susceptibilidad o resistencia a ciertas enfermedades importantes en el ser humano. Aunque
se han identificado cerca de 24 SNP del gen MTHFR, los dos mas importantes, 677 C>T'y
1298 A>C, han demostrado debilitar la funcidén enzimatica y se ha comprobado la correlacion
clinico patoldgica con injurias en el desarrollo del sistema nervioso como lo son los defectos
del tubo neural, en afecciones cardiovasculares como tromboembolismo y sus consecuencias
clinicas representadas en accidentes cerebrovasculares, enfermedad coronaria y oclusion de
arterias, enfermedades psiquidtricas, como esquizofrenia, trastornos obsesivo-compulsivos y
depresion, alteraciones de la gestacion principalmente perdidas recurrentes de embarazo,
aneuploidias como trisomia 21 y sindrome de Turner, y procesos de carcinogénesis; en
relacion con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), estas variantes en el gen MTHFR
son consideradas protectoras, puesto que al alterar la sintesis de nucleotidos, se disminuye la

replicacion del virus bloqueando de esta manera la progresion hacia enfermedad.
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El alto impacto causado por campaiias de fortificacion de harinas y la suplementacién con
acido folico a mujeres durante periodos pre-concepcional y gestacional, con leyes de
obligatoriedad a nivel mundial (en Colombia desde 1996) exceptuando pocos paises, ha
motivado a los investigadores a estudiar la persistencia de los polimorfismos 677C>Ty 1298
A>C del gen MTHFR, sobre todo en lo relacionado con proteccién o susceptibilidad de
enfermedades en el humano. La presencia de dichos SNP en diferentes estudios y
poblaciones, obliga a pensar en un posible proceso de seleccion que sea el causal de dichas
variaciones en las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MTHFR involucradas en las

patologias humanas.

Este estudio, constituye, una de las primeras aproximaciones a las frecuencias de los
polimorfismos 677C>T y 12984>C del gen MTHFR, en poblacion colombiana,
corroborando diferencias alélicas y genotipicas de dichos polimorfismos entre poblacion sana
y una poblacidn que convive con el virus de la inmunodeficiencia humana; como es conocido,
estudios de estos dos polimorfismos en conjunto, han logrado demostrar asociaciones con el
riesgo a muchas de las enfermedades descritas anteriormente, sin embargo, el estudio con
relacion a virus que afectan el sistema inmune, como lo es VIH, solo se ha tenido en cuenta
en los ultimos afios y no hay datos de estudios a nivel de Latinoamérica al respecto y en
nuestro pais no existe un estudio caso control que compare genotipos de los polimorfismos
del gen MTHFR que lleve a relacionar la influencia protectora de estas variaciones con
respecto a la enfermedad SIDA o la susceptibilidad para adquirir coinfecciones en pacientes
con VIH positivo, razén por la cual el grupo de investigacion decide realizar el estudio
esperando encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos
poblacionales que a futuro permita considerar la realizacion de pruebas genéticas para
MTHFR que indiquen susceptibilidad o proteccion de esta infeccion cronica y de alta
morbimortalidad causada por el virus de la inmunodeficiencia humana, para de esta manera

brindar los tratamientos adecuados bajo la medicina personalizada.
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2 Formulacion del problema de investigacion

2.1 Problema a investigar

Estudios a nivel poblacional de los polimorfismos MTHFR han venido realizdndose con el
fin de explicar su presencia relacionada con multiples enfermedades, sin embargo en
poblacion colombiana no se encuentran estudios al respecto, y conociendo que la presencia
de estos polimorfismos afectan las vias del folato alterando la funcion enzimatica o
disminuyendo procesos de sintesis de nucledtidos, conduciendo a fenotipos asociados con
susceptibilidad para multiples patologias, llevo a que a nivel mundial se planteara la
fortificacion y suplementacion con folato, en nuestro pais de manera obligatoria a partir de

1996'"?),y aun asi contintian los SNP en un porcentaje alto de la poblacion general.

La persistencia de estos polimorfismos a pesar de causar dafio en la enzima principal del ciclo
metabolico del folato, el cual es fundamental para la homeostasis celular, nos lleva a
preguntarnos si puede deberse a procesos de seleccion natural que permitan que sigan
presentandose como polimorfismos en alto porcentaje de personas, atin con alelo mutante de
manera homocigota y a comprender aspectos de la biologia y la evolucion humana'”, en
donde la seleccion natural intenta proteger la célula, pudiendo ser esta la razon por la cual
persisten los SNP sin disminuir las frecuencias de los alelos mutantes, e incluso pudiendo

aumentar como una manera efectiva de evitar infecciones virales, lo que relacionaria a estos

polimorfismos con un efecto protector y no solo con susceptibilidad a patologias.

Comparar poblacion colombiana infectada por VIH, con poblacion colombiana libre de la
infeccidn, nos permitié determinar las diferencias entre los genotipos y frecuencias alélicas,
que por medio de seleccion natural persisten protegiendo de complicaciones o progresion del
VIH, al bloquear la replicacion viral, lo que no solo demuestra procesos de seleccion a favor
de la continuidad de estas variantes, sino que justifica la realizacién de una prueba genética
a futuro, en donde la metilentetrahidrofolato reductasa permita determinar el riesgo bien sea
de susceptibilidad a enfermedades y al mismo tiempo la proteccion para el desarrollo,

progresion o complicacion de infecciones virales incluyendo la infeccion por VIH.
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2.2 Justificacion

El folato es de suma importancia para la homeostasis celular'”, se encuentra en
concentraciones diferentes, en los alimentos como folato y en suplementos como acido félico
(4cido pteroilmonoglutdmico) y es utilizado mediante procesos metabolicos en el ciclo de su
mismo nombre - ciclo del acido folico-, en el cual una de las enzimas claves es la MTHFR
(metilentetrahidrofolato reductasa), enzima que regula la incorporacion del folato en el ciclo
para su funcionamiento adecuado y participacion en procesos de regulacion de genes por
metilacion, sintesis de purinas y pirimidinas, y produccién de aminodcidos, entre otras
funciones que contribuyen al equilibrio celular, ademas de representar un papel importante

., . , , . . . , 5
en la regulacion de la homocisteina transformandola en metionina o cisteina"”’.

Cualquier alteracion a nivel de esta enzima, involucra varias vias metabdlicas importantes,
relacionadas unas con otras, produciendo susceptibilidad al humano ante diferentes injurias,
incluso asociadas a procesos de carcinogénesis, o protegiendo contra infecciones virales,
incluidas las causadas por virus altamente morbimortales, como el virus de la
inmunodeficiencia humana, al alterar la sintesis de dcidos nucleicos que conduce a inhibicién

de la replicacion viral .

En la literatura, se encuentran gran cantidad de datos acerca de variaciones de un solo
nucledtido (SNP) en el gen que codifica para la enzima MTHFR y su relacion a patologias
humanas en diferentes poblaciones. De todos los polimorfismos del gen MTHFR, los dos mas
estudiados son los que se tienen en cuenta en esta investigacion, el 677 C>T,y 1298 A>Cy
aunque se ha logrado corroborar la asociacion principalmente con defectos del tubo neural,
entre otras injurias, la mayor parte de los estudios se concentran en la susceptibilidad de
enfermedades, y no existen datos acerca de las razones de la persistencia de estos
polimorfismos a pesar de su relacion negativa con la salud humana, y los datos en diferentes
bases de datos a nivel de Latinoamérica no contemplan procesos de seleccion, ni razones que
puedan justificar el alto porcentaje de estos polimorfismos en las poblaciones y su
comportamiento como SNP a pesar de los dafios que causan a nivel celular. Para nosotros es
de suma importancia tener en cuenta las frecuencias de estos polimorfismos y relacionar su

persistencia con procesos de seleccion quizé debido a la proteccion que pueden causar con
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respecto a infecciones virales de alto impacto en la calidad de vida humana, como la causada
por el virus de inmunodeficiencia humana -VIH-, ya que al debilitar la enzima MTHFR se
afecta la sintesis adecuada de nucleodtidos conllevando a inhibicion de la replicacion viral,
que a su vez conduce a limitar el progreso de VIH a Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), o incluso restringir las comorbilidades asociadas en personas con VIH

positivo.
2.3 Hipotesis de Investigacion

Procesos de seleccion natural son causales de persistencia de los polimorfismos 677C>T'y
12984>C del gen MTHFR; dichos polimorfismos se han encontrado en diferentes
poblaciones a pesar de su correlacion clinico-patologica, aun sabiendo que contribuyen a
susceptibilidad de enfermedades prevalentes. Puede ser que la protecciéon contra la
progresion de infecciones virales sea la razon principal de la persistencia de estos SNP. Es
por esto que tomamos casos con infeccion de VIH y controles de adultos sanos, y realizamos
genotipificacion de estas poblaciones, para encontrar diferencias significativas que son el

primer paso para corroborar esta hipdtesis.
2.4 Pregunta de Investigacion

(Existe una diferencia significativa en las frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos 677C>T'y 12984>C del gen MTHFR entre casos de adultos infectados con
VIH y controles sin infeccion por este virus en la poblacion colombiana? ;jPueden los
polimorfismos MTHFR 677C>T y 12984>C persistir en la poblacién por procesos de
seleccion y estar asociados a proteccion ante infeccion por VIH en una poblacion

colombiana?
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3 Objetivos

3.1  Objetivo General

Comparar una poblacion colombiana de adultos infectados por VIH con personas adultas
sanas, buscando diferencias genético-poblacionales de los polimorfismos 677C>T y 1298
A>C, que permitan entender procesos de seleccion sobre este polimorfismo, evaluando si
existe diferencia significativa entre los genotipos de los dos grupos de pacientes (con VIH y

sin VIH).
3.2 Objetivos Especificos

* Realizar genotipificacion de los polimorfismos MTHFR 677C>T'y 1298 A>C en una

poblacion colombiana.

* Comparar los resultados de frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos

MTHFR 677C>Ty 1298 A>C con estudios a nivel mundial y otros estudios en Colombia.

* Analizar la variabilidad genética de los polimorfismos MTHFR 677C>Ty 1298 A>C en

adultos infectados por el VIH y adultos sanos.

* Identificar los cambios generados en los polimorfismos mas comunes del gen MTHFR
con respecto a poblacion sana e infectada por VIH y establecer diferencias genético-

poblacionales.

* Evaluar la presencia de estos polimorfismos y sus frecuencias en diferentes tipos de

poblaciones colombianas.

* Identificar una posible fuerza de seleccion sobre los polimorfismo MTHFR 677C>T'y

1298 A>C en poblacion colombiana.
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4 Marco teorico

4.1 MTHFR y Folato

4.1.1 Folato y Acido Félico

El folato (vitamina B9), se considera una vitamina hidrosoluble, indispensable para procesos
tan importantes como la homeostasis celular'””. Al no ser sintetizada naturalmente por el

humano, debemos adquirirla desde los alimentos'"

, los cuales tienen concentraciones
variables, o consumir la forma sintética conocida como 4acido folico (acido
pteroilmonoglutdmico), administrada principalmente a mujeres gestantes o con deseo de un
pronto embarazo para garantizar los niveles adecuados de folato en el feto”, bien sea en

suplementos orales o inyectables (Tablal).

Bioquimicamente, la molécula de acido félico esta compuesta por pteridina, un compuesto
quimico basado en anillos de pirimidina y pirazina, unidos en el medio por un puente de
metileno a un 4cido para-aminobenzoico y a una unidad de glutamato, siendo esta la
diferencia principal con la molécula de folato, la cual en lugar de monoglutamato, posee una

(3),(10) (

cadena de poliglutamatos Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de las moléculas. A. Folato B. Acido Félico

Basada en Brito, 2012 Modificada por Lyons-Molano Jessica.
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Concentracion de Folato en alimentos
Folato (ng) Folato (ng)
Grupo Alimento Grupo Alimento
X 100g X 100g
Cereales y Avena 60 Mani 110
derivados Trigo 57 Almendras 96
Frutos Secos
Brotes de
160 Nueces 47
Soja
Espinaca 140 Leche y Leche entera 4
Achicoria 127 derivados Queso 60
Acelga 90
Verduras y
Col 90
Hortalizas
Carnes
Puerro 127
Coliflor 90 ‘
Repolio 80 Huevos Yema 25
Brocoli 90
Garbanzos 180
Legumbres
Habas secas | 76
Aguacate 66
Frutas
Tomate 28
Presentaciones Sintéticas
Presentacion Concentracion
Tabletas / Comprimidos 400ug Img, 4mg 5S5mg
Ampolla Inyectable Img/ml (ampolla x Iml)

Tabla 1. Contenido de Folato en los alimentos y presentacion sintética

Basada en http.//www.dfarmacia.com/farma/ctl_serviet? f=13&idContenido=13071463&idCategoria=4

Modificada por Lyons-Molano Jessica.



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

La molécula, fue identificada por primera vez en 1930, en la levadura de cerveza, y

posteriormente, en 1931, Lucy Wills demostr6 su utilidad para revertir anemias inducidas en

(11),(12)

el embarazo Para 1941, se descubre que también se encuentra en vegetales,

principalmente de hoja verde''”, ¢

omo la espinaca; este hallazgo permite asignarle el nombre
de “folato” palabra proveniente de follium (hoja) y aumenta el interés de la comunidad
cientifica por la molécula dando la pauta para que en1946, Yella Pragada, logre su sintesis

(10)

quimica en un laboratorio" ", con su posterior uso en el tratamiento de anemias macrociticas

con resultados satisfactorios, considerandose desde entonces una molécula primordial para

el ser humano''?.

El acido f6lico no tiene actividad co-enzimatica, pero su forma reducida, el acido
tetrahidrofolico, tiene participacidon activa en procesos importantes, que hacen parte de la
bioquimica fundamental de la vida (ver Figura 2), es indispensable para procesos de division
celular, participa en sintesis de purinas y pirimidinas, ayuda a convertir a la vitamina B12 en
su forma activa y participa en la regulacion de la concentracion de homocisteina y en el paso
de esta enzima a metionina o cisteina, actuando a su vez en la regulacion de la expresion de

genes constitutivos y especificos del ser humano' >,
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Figura 2. Acciones del Folato: molécula principal en la bioquimica de la vida.

Basada en http.//www.dfarmacia.com/ficheros/images/4/4v24n01/grande/4v24n01-13071463fie02.jpg

Modificada por Lyons-Molano Jessica.

Posterior al ingreso al organismo, el folato se ubica principalmente en el higado y en el

cerebro, encontrando concentraciones de folato en LCR (liquido céfalo raquideo) tres o

11
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cuatro veces mas altas que las halladas a nivel plasmatico'' '), Se recomienda una ingesta
de folato de 400pg/dia “”" *"; aunque el consumo para tener niveles optimos que permitan
que en forma de poliglutamatos cumpla adecuadamente las funciones metabolicas durante su
paso por el ciclo de un carbono """, relacionado estrechamente con el ciclo del acido folico,
varia de acuerdo a la edad y el género; teniendo en cuenta que durante el embarazo y la

lactancia se requiere una concentracion mayor (ver Tabla 2).

Ingesta diaria de folato en el humano
Etapa de la vida Edad Hombres pg/dia Mujeres pg/dia

0-6 meses 65 65

Lactantes
6-12 meses 80 80
1-3 afios 150 150
Nifios 4-8 afios 200 200
9-13 afios 300 300
Adolescentes 14-18 afios 400 400
Adultos > 19 afios 400 400
Etapa de embarazo Todas No aplica 600
Etapa de lactancia Todas No aplica 500

Tabla 2. Recomendaciones de ingesta diaria del folato en humanos.

Basada en Rodriguez G Modificada por Lyons-Molano Jessica.

El déficit de folato, s6lo puede ser detectado cuando los niveles son tan bajos que ya se ha

6 r , .
"’ encontrandose mas frecuentemente asociado a personas

instaurado alguna enfermedad"”
de mayor edad o a personas con dieta vegana/vegetariana. Sin embargo, por el alto impacto,
investigaciones acerca del déficit del folato, se han enfocado en recién nacidos con defectos
del tubo neural'' 'Y logrando demostrar la importancia de la ingesta de folato por parte de
la madre durante el periodo de gestacion y su influencia en la alteracion de los niveles y

biodisponibilidad del folato®"""'?-*,

Debido al alto porcentaje de asociacion con enfermedades, y para evitar riesgos de
susceptibilidad a todas las enfermedades relacionadas con el folato; en 1996 la FDA (Food

and Drug Administration) hace publicas las recomendaciones para la fortificacion de harinas

12



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

a nivel mundial; haciéndose efectivas a partir de 1998. Esto consigue una amplia reduccion

en la incidencia de defectos del tubo neural y de enfermedades cardiovasculares congénitas

(21),(22),(23)

asociadas con el déficit de esta vitamina En el 2006, desde perspectivas

nutricionales y de salud publica, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion), publican las
directrices generales de la fortificacion de las harinas, que se resumen en la “Guia sobre
fortificacion en comidas con micronutrientes” (Guidelines on Food Fortication with

(22),(24
) ),(24)

Micronutrients , sin embargo, no todos los paises deciden acogerse a la legislacion de

fortificacion. En la Figura 3, se observan en colores los paises con reglamentacion de folato

obligatorio para el afio 2013, condicion que para el 2017 no ha tenido variacion'””.

Figura 3. Fortificacion de las harinas a nivel mundial.

Paises con legislaciones que obligan a la fortificacion se encuentran con puntos de colores, mientras que
paises en blanco no tienen fortificacion de manera obligatoria.

Basada en: Imbard > Modificada por Lyons-Molano Jessica.

Cabe aclarar que, aunque los grupos de investigacion que involucran en sus estudios al folato
y su principal enzima para su metabolismo, la MTHFR, se centran primordialmente en su
relacién con defectos del tubo neural por su alta comorbilidad, se han obtenido resultados

que demuestran asociacion frente a la susceptibilidad a defectos vasculares, enfermedad

. yqe 28 e,
cardiaca®*”  eventos tromboembolicos””, enfermedades psiquidtricas como

(29),30) 9),(32)

.y . . (31 ,qe
depresion y esquizofrenia”", pérdidas recurrentes y tempranas del embarazo

(33),(34),(35),

alteraciones cromosdmicas (aneuploidias) e incluso se han asociado a procesos de

carcinogénesis””®”. Ademas, se ha sugerido que variantes que afectan la MTHFR poseen

13
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efectos protectores ante infecciones virales, esto primordialmente debido a que un virus
necesita el funcionamiento 6ptimo de las enzimas que garanticen la adecuada sintesis de
nucledtidos para asegurar su replicacion y SNP como 677C>T'y 12984>C del gen MTHFR
debilitan la funciéon enzimatica, afectando la produccién de nucledtidos y por ende sera

menos probable que un virus pueda replicarse”®?.

4.1.2 Absorcion y metabolismo del folato

Mantener el contenido de tetrahidrofolato adecuadamente en los tejidos, depende de los

40

requerimientos y del consumo de folato"”. La importancia de su equilibrio, se debe

principalmente a que, el tetrahidrofolato, actGia como sustrato en la regulacion del

. , . . . , . 41).(42
metabolismo de 4cidos nucleicos y aminoacidos'*"**).

Para empezar la ruta metabolica y el proceso de absorcion, el 4cido folico ingresa al
organismo a través de la dieta, mediante el consumo de suplementos, o puede ser sintetizado
por la microflora intestinal ™, especialmente por Bacteroides spp., en cuyo caso es posible

. . . . . 44
que se absorba por el colon sin afectar los niveles circulantes de esta vitamina'**.

Luego de estar en el organismo, la vitamina B9 pasa a su propio ciclo, “el ciclo del folato”*”,

que a su vez, esta relacionado con otros ciclos indispensables para la homeostasis celular,
tales como el ciclo de la metionina y el ciclo de un carbono, en donde unidades de un carbono
se convierten en grupos metilo para ser usados en la remetilaciéon de la homocisteina y la
formacion de metionina*”“”; simultaneamente, pero mediante otro proceso, el folato
participa de manera activa en la sintesis de purinas y timidilato, donando sus carbonos y de
esta manera contribuyendo a la sintesis de nucledtidos' '*" Todos estos procesos en los
que se encuentra involucrada la molécula de folato, llevan a pensar de manera inequivoca,
que una alteraciéon en los niveles de esta vitamina, afecta varios ciclos metabdlicos,
terminando en desequilibrios importantes para el organismo, que sin ninguna duda conducen
a susceptibilidad para muchas enfermedades, razon suficiente para dar importancia al

adecuado consumo de folato mediante una dieta equilibrada” ¥,

En el ser humano, la absorcion del folato ingerido en la dieta, puede variar entre un 10-90%,

(promedio del 50%) y aunque atin no es completamente claro el mecanismo, se considera
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que involucra varios pasos dentro de los cuales se encuentran: 1. Desconjugacion de
poliglutamil-folatos 2. Ingesta activa por parte del enterocito 3. Difusion pasiva por parte del

enterocito 4. Reconjugacion y 5. Exportacion*“?0%,

Durante periodos de ayuno, el 4cido foélico en forma desconjugada, es decir, 5-
metiltetrahidrofolato y 5-formil-tetrahidrofolato, se absorben completamente; mientras que
los poliglutamil-folatos, principalmente los reducidos, que provienen de los alimentos y se
convierten en mono o diglutamatos por medio de carboxipeptidasas (folilconjugasas), son
absorbidos entre un 60-80%, dicho proceso se realiza a nivel intestinal, mas exactamente en
el yeyuno'*”. Los porcentajes de absorcion del folato puede verse afectado por déficit de
zinc, por inhibidores naturales encontrados en alimentos tales como repollo, naranja,
levadura, frijoles rojo, lima, soja, lentejas; medicamentos especialmente la colestiramina, los
salicilatos, la difenilhidantoina, y los AINEs"“"; del mismo modo, el consumo persistente de
etanol, afecta enormemente el metabolismo, transporte, liberacion y la absorcion del folato

debido a que disminuye el mecanismo de hidrolisis de los poliglutamatos” ">,

Las formas desconjugadas, realizan un transporte activo dependiente de sodio, facilitado por
proteinas trasportadoras cuya funcion depende del gradiente transmembrana. Las proteinas
transportadoras involucradas en esta actividad son tres: RFC (portadora de folato reducido),
PCFT (transportador de folato acoplado a protones) y FRs (receptores de folato), estas
Gltimas son llamadas FBPs (proteinas de unién al folato)”". Todas estas proteinas son
necesarias en una localizacidbn opuesta a las células polarizadas y funcionando
adecuadamente, no solo para facilitar el movimiento del folato, sino también para que el
enterocito logre internalizar esta vitamina que posteriormente y gracias a vesiculas asociadas

a la membrana es liberada al citosol ' ®-C>-(4),

Del folato consumido, aproximadamente un 20-30% se absorbe de manera pasiva evadiendo
el mecanismo activo del enterocito, para que esto suceda el folato debe mantener un pH <6,
es decir entre mas acido sea el folato, més facil difunde al enterocito incluso llegando al punto
de difundir por transporte pasivo, mecanismo que se ha logrado evidenciar en algunos
estudios, por ejemplo, en casos de insuficiencia pancredtica exocrina, las personas reducen
la excrecion de bicarbonato, afectan el espacio luminal y facilitan la difusion del folato a

través del borde en cepillo intestinal *".
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Luego de absorberse, los folatos por medio de la folilpoliglutamato sintetasa se convierten
en glutamil, limitando su salida de la célula; la exportacién como tal depende de una familia

de transportadores de aniones organicos multiespecificos (OAT) .

Cuando existen concentraciones elevadas de folato, la circulacién enterohepdtica juega un
papel importante, almacendndolo en los hepatocitos, en forma de poli-gama-glutamil y
secretando una parte a la bilis, para que pueda ser nuevamente reabsorbido. Las formas que

ingresan como 5-metiltetrahidrofolato"””

, son mas adecuadas para el almacenamiento
celular; y el derivado que se produce en el higado luego de la absorcion intestinal, justo

después de atravesar la circulacion enterohepdtica, se encuentra en mayor cantidad en el

2),(5),(10 .
plasma.”®"? (ver Figura 4).
P heido folico presente en
M ETABO” SMO E::Z mg":izt: Folato AF | alimentos fortificados
0 suplementos
El‘ SEK AF > Acido Filico
HUMANO -» Glutamato carboxipeptidasa Il
ﬂ!ﬁ i’+5- Metittetrahidrofolato
La captacidn de folatos a través de -
Ia membrana apical del enterocito - ————» Albimina
depende de un mecanismo de
transporte acoplado a protones —» Proteina ligadora de folato
asociado a wewbrana
Mucosa duodenal y yeyunal
S M Higado
%
v Puodeno
6-14mg
Yeyuno + 507 de reservas de folato se
encuentran en el higado
la absowl;cién de la forma n « En situaciones de deficiencia las
monoglutawica a través de reservas solo satisfacen los
wewbrana apical del enterocito Tequeriwientos por unos weses
os wmediada por hRFCy hPCFT
En el plasma el 9- metiltetrahidrofolato se encuentra unido principalmente a la albumina y a
proteina ligadora de folato asociado a membrana

Figura 4. Metabolismo del folato en el ser humano.

Basada en: Brito™ Modificada por Lyons-Molano Jessica.

La eliminacion de la vitamina, puede darse bien sea por via urinaria o fecal; teniendo un
porcentaje mayor la eliminacion fecal, debido a la contribucién de los intestinos con la
sintesis bacteriana de folato, ademas del folato proveniente de la dieta que no es absorbido,

el relacionado a la secrecion biliar y parte del que es secretado a nivel gastrointestinal. Por
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via urinaria, en cambio el porcentaje es mucho menor y depende solo de la ingesta de

folato 11,

Para determinar el camino hacia la homeostasis celular, durante la participacion en el ciclo
del folato, las enzimas metilentetrahidrofolato reductasa y metionina sintasa reductasa,
principales en el proceso, regulan la concentracion de homocisteina para su paso bien sea a
metionina o cisteina, participan en la sintesis de purinas y pirimidinas y contribuyen a la

expresion génica al tener participacion directa con la metilacion de islas CpG"Y.

Todo el ciclo reducido del folato y sus interacciones se encuentran resumidos en las Figuras
5y 6. Alli se observan las relaciones entre todos los procesos que llevan al folato a su

participacion esencial en la homeostasis celular.

REACCIONES PE
METILACION

A, l b

5 10-metilenefH4- Folato

SINTESIS DE
ACIPOS NUCLEICOS

Vh4-Folato T

Metionina \

Pimetilglicina SAM
X
wetittransferasas
MetilX

Betaina

SAH

Homocisteina /

=]

GmetilTH4- Folato

ViA
TRANSULFURACION

Cisteina

TH4-Folato Metionina

Dimetilglicina

GmetilTH4- Folato

Betaina
Homocisteina
Metiltransferasal

Metionina
Sintasa

Betaina

Homocisteina .

intasa

Cistationina
Beta-s

reten ik
o TRANSULFURAGION

Cistationina
ganna-lyasa
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Figura 5. A. Metabolismo de un carbono. B. Metabolismo de 1a homocisteina.

Basada en http.//Ipi.oregonstate.edu/es/mic/vitaminas/folatottdefiniciones) Modificada por Lyons-Molano

Jessica.

En la Figura 5 A, observamos que para la formacion de metionina a partir de homocisteina
durante el metabolismo de un carbono, es necesaria la 5-metiltetrahidrofolato, asi como se
requiere la 5,10-metilentetrahidrofolato para la sintesis de &cidos nucleicos. La S-
adenosilmetionina SAM, que no es mds que metionina en forma donante de metilo, se

necesita para la metilacion de ADN, asi como otros procesos bioldgicos; la MTHFR
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(metilentetrahidrofolato reductasa) es dependiente de la riboflavina y FAD para reducir 5,10-

metilentetrahidrofolato a 5-tetrahidrofolato.

En la parte B de la Figura 5, vemos que existen dos vias para la formacion de metionina a
partir de la metilacion de homocisteina. En una via, la metionina sintetasa cataliza la
remetilacion de homocisteina, la cual depende de la Vitamina B12 para capturar el grupo
metilo de la reserva de un carbono que a su vez depende del folato. La otra via para la
metilacion de la homocisteina necesita la participacion de betaina como donante del grupo

metilo; en este proceso tiene participacion la enzima betaina homocisteina metiltransferasa.

La funcién de MTHFR en el metabolismo de aminoacidos, en la ruta de reciclaje de los
aminoacidos como la metionina, cisteina, serina, glicina, e histidina, resalta la importancia
del equilibrio de esta vitamina, considerandose que la deficiencia de folato puede llevar a
disminucién de la sintesis de metionina y por ende a la alteracion en la concentracion de

homocisteina, que es factor de riesgo para maltiples enfermedades en el humano”°”. Ver

Figura 6.

Metilaciénén CpG y
Expresion de genes

XcH3 X
S- Adenosilk i<l S- Adenosil
Gamma- Cistationina I I
Cistationasa beta-sintasa
Cisteina s (istatioNinG = Homocisteina Metionina
. %k Metionina sintasa/
Glutamil cisteina Metionina sintasa
sintetasa reductasa
5- Metil- H4 folato H4 folato
Vitamina B12
Gamma- Glutamilcisteina 3k 5,10 Metilene
tetrahidrofolat SHMT
Glutation reductasa
sintetasa
Glutatién 5 20 ez L o = = = =p Metenil- formilfolato
dUMP
Timidilato
Buffer Redox sintetasa
dTMP, — .
. L ., Biosintesis de Purinas
s Ciclo catalitico y Reactivacion
de metionina sintasa
Dihidrofolato_reductasa
H2 folato ) 2
Cob (1) alamina
5,10- Metilene- 3

Metionina
Ht folato v Sintesis de ADN
Cob 1) alamina

H4 folato Homocisteina

v
MetilCob (1) alamina

Figura 6. Via Folato/Metionina. Enzimas y procesos en los que participa el folato. (*)

Basada en Vias en las que participa el folato para el equilibrio celular ©” Modificada por Lyons-Molano

Jessica.
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Por ultimo, podemos ver la transulfuracion de la homocisteina, es decir la via catabolica, que
se encarga de la conversion de homocisteina en cisteina a través de dos enzimas dependientes
de vitamina B6; cistatoina B3 sintasa, que condensando homocisteina con serina la transforma
en cistationina, y por medio de la cistationina gamma liasa que la convierte en cisteina, a-

cetobutirato y amoniaco''®.

4.1.3 Aspectos Genéticos del gen MTHF

El gen metilentetrahidrofolato reductasa — MTHFR - fue aislado por primera vez de ADNc
de tejido hepatico de cerdo; se encuentra ubicado en la hebra reversa del cromosoma 1
humano, con su ubicacion exacta a nivel de 1:11,785,723-11,806,920, descrita en la version
actualizada de Ensembl GRCh38:CM000663.2°”"°" (Ver Figura 7). Tiene una longitud de
1980 pares de bases (pb), distribuidas en un total de 11 exones, con longitudes que oscilan

entre 102 y 432 pb, e intrones que varian entre 250 y 1.5kb, excepto un intrén de 4,2 kb.

—— p36.21
— p36.12
p35.2
pP34.2
p33
p32.2
p31.3
p311
p22.3
p22.1
p21.2
p13.2
pll.2
ql 2
q211
——q21.3
q231
—— q23.3
q24.2
a25.2
q31.1
q42.3
a44

(ROMOSOMA |

Figura 7. Gen MTHFR - Localizacion citogenética 1p36.3

Localizacion molecular: 11,785,730-11,806,103 pb sobre el cromosoma 1.

Basada en NIH Genetics Home Reference https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MTHFR (Homo sapiens Annotation
Release 108, GRCh38.p7) Modificada por Lyons-Molano Jessica.

Este gen realiza un proceso de splicing alternativo'®”, que no es mas que un mecanismo de
edicion posterior a la transcripcion luego de obtener el ARN mensajero primario, ademas
cuenta con multiples sitios de poliadenilacién, que actuian como promotores alternativos.
Estas dos condiciones permiten que el gen MTHFR cuente con 9 transcritos de diferente
tamafio; aparte de esto, se conoce que posee 66 secuencias homodlogas que se han separado
las unas de las otras posiblemente por procesos de especiacion, en otras palabras cuenta con

un total de 66 ortdlogos, y pertenece a una familia de proteinas identificada como
PTHR21091 SF31 descrita en Ensembl*"*".
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(64

El gen se encuentra asociado con 616 variaciones®” y, aunque se encuentra en todos los

tejidos®"”, sus mayores niveles de expresion se encuentran en los testiculos y el rifién de los

D Las patologias y rasgos relacionados con el gen MTHFR", diferentes a los

humanos
descritos debido a la susceptibilidad o proteccion de enfermedades en relacion con el folato
y los ciclos asociados a su metabolismo, se han recopilado y han sido estudiados
ampliamente, llegando a un total de 22 fenotipos, cada uno de ellos con ubicaciones

cromosoOmicas distintas, demostradas cientificamente y descritos en el Anexo 1.

Ll .. 65
No obstante, multiples variaciones encontradas sobre este gen'®”

, aumentan los rasgos
fenotipicos que se han asociado y que conllevan a diferentes consecuencias de gran
. . 59 . ;. .

importancia en el ser humano"”, bien sea patogénicas, benignas o de respuesta a algunos

farmacos'®.

En la Tabla 3 se describen algunas de estas variaciones con su respectiva identificacion, tipo
de mutacioén, ubicacion cromosomica, significancia clinica, y consecuencia funcional.
Aunque las variaciones descritas en esta tabla no son las Unicas mutaciones que se pueden
presentar en asociacion al gen MTHFR, son las mas significativas y las de mayor respaldo en
bases de datos cientificas®”; las dos primeras, objeto de nuestro estudio, han sido las
mutaciones mas relevantes debido a que en los tltimos afos, se han encontrado casos en los
que estas variaciones tipo missense, se asocian no solo con susceptibilidad a enfermedades,
sino también con proteccion contra la replicacion de algunos virus, y es curioso que a pesar
de todas las asociaciones patogénicas y los procesos evolutivos, dichos polimorfismos

. . . ., (67
persistan, lo que hace pensar que la persistencia se deba a procesos de seleccion'®”, tal como

fue planteado en nuestra hipotesis.
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Mutacién Significancia Consecuencia | Localizaciéon

Identificacion
codon afectado clinica funcional Cromosoma
12984>C c.1286 A>C Respuesta -

rs1801131 Missense 1:11794417
p.E4294 drogas
677C>T c.665C>T Respuesta-

rs1801133 Missense 1:11796321
p.A222V drogas
1793G>A c.1781G>A4 Missense,

152274976 Sin testear 1:11790870
p.R5940 intronica
A/C/G/T ¢.417G>T

152066466 Benigna Sinonima 1:11801219
p.WI139W
A/G/T c.1556G>T

1545449298 Incierta Missense 1:11792354
p.R519L
A/G c.1743G>A4

rs45590836 Patogénica Missense 1:11791216
p.M5811
C/Tc.1428C>T

rs4846051 Benigna Sinonima 1:11794400
p.F435F
C/Tc276C>T p.D92D | 1s45546035 Benigna Sinonima 1:11801370
C/Tc1515C>T

1s79157191 Incierta Sinonima 1:11794045
p.T464T
C/Tc.1670C>T

15121434294 Patogénica Nonsense 1:11800251
p.R183Stop
A/G c.470G>A

rs121434295 Patogénica Missense 1:11801166
p.R1570

Tabla 3. Algunas variaciones en la secuencia del gen MTHFR.

Basada en: Busqueda de bases de datos SNPedia, HapMap, dbSNP, openSNP, Ensembl

Realizada por Lyons-Molano Jessica

4.1.4 Proteina MTHFR

La proteina metilentetrahidrofolato reductasa humana, identificada como MTHFR y en bases

de datos cientificas como P42898 y OMIM 607093, se trata de una flavoproteina citosoélica,

homodimérica, con una longitud de 656 residuos de aminoacidos y un peso de 650 kD;
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respecto a la localizacion, se encuentra en la hebra reversa del cromosoma uno a nivel de
1:11850736 — 11863173 y dentro de sus funciones, se encarga de catalizar la conversion de

5,10-metilenetetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, un co-sustrato que participa de

(61),(64

manera activa, en la remetilacion de homocisteina en metionina ' debido a que

inhibiciones de este paso en el ciclo del folato, conducen a alteraciones asociadas a patologias

45)

en el humano ™, se considera que esta reaccion es completamente indispensable y, de lejos,

la mas importante para la homeostasis generada mediante el ciclo del folato.

La proteina MTHFR, cuenta con dos isoformas, una de 70kDa, y otra de 77kDa, las cuales
se generan gracias a que cuenta con dos promotores alternativos'®”. Se encuentra regulada

alostéricamente por S-adenosilmetionina y se relaciona con el metabolismo de un carbono al

. , . ., . 46
involucrarse en la via de interconversion de tetrahidrofolato*® .

La proteina cuenta ademds con dos dominios: un dominio catalitico, que interactua con

sustratos provocando reacciones enzimaticas, y un dominio regulador, que, como su nombre

o . e (16),(62),(68
lo indica, se encarga de regular actividades enzimaticas''*"*?*%,

La estructura de la proteina MTHFR"" se ha propuesto en diferentes bases de datos y, de
manera simplificada compilando los hallazgos cientificos de esta molécula, podemos

observarla en la Figura 8. En la parte vertical de esta grafica se encuentra relacionada la base

(69)

de datos en donde se describio6 esa parte de la estructura””’, asi mismo, en la parte inferior se

observa la relacion de los 11 exones del gen MTHFR en relacion con la proteina.

La verdadera motivacion de los investigadores para interesarse en esta molécula durante las
ultimas décadas, se ha basado en que se trata de una de las enzimas reguladoras mas
. . . , 70 . , .

importantes en el metabolismo de la homocisteina (Hcy)”. La Hcy, es el aminoacido

encargado de transferir los grupos metilo en el proceso de metabolismo celular participando

28 : 23
de esta manera, en el desenlace de enfermedades vasculares””, cardiacas”’
9

(71),(72),(73)

cerebrales , ademas de interferir en los procesos infecciosos causados por virus y

acterias, bien sea generando susceptibilidad o dando resistencia *""'"”'"”’; es por esto que
bact b g d ptibilidad o dand t AN, o5 o q

una alteracion en MTHFR provocara una enzima debilitada que afectard la concentracion

At1 1 77
plasmatica de Hey con sus consecuencias en la salud humana'””.
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Figura 8. Estructura de la proteina MTHFR.

La barra vertical de colores en el lado izquierdo indica la proveniencia de los datos; en verde se encuentran
datos obtenidos de UniProtKB. Datos de variacion (procedentes de UniProt) muestran variacion no genética de
sitios web ExPASy y dbSNP; en amarillo datos provenientes de Pfam por interaccion con el sitio web
HMMER3; en purpura datos originados de Phosphosite; Datos en gris fueron calculados usando BioJav-
predicciones de desdrdenes proteicos son basados en RONN (Troshin, P. and Barton, G. J. No publicados) y
alli se muestra en rojo la region potencialmente desordenada y en azul la region probablemente ordenada.
Hidropatia se calculd utilizando una ventana de 15 residuos y sumando las puntuaciones de las tablas de
hidrofobicidad estandar- asi en rojo se vera lo hidrofobo y en azul lo hidréfilo. En lila encontramos la estructura
de los exones proyectado sobre la secuencia de Uniprot. Los datos en rojo finales indican los rangos combinados
de modelos de homologia de SBKB y la proteina modelo de portal. Para mas informacion ingrese a la pagina
de Protein Data Bank. **Grafica tomada de Protein Data Bank- Human P.42898

http://www.rcsb.org/pdb/protein/P42898?evic=Suggest&evta=ProteinFeature%20View&evtl=autosearch Se

archBar_querySuggest** Modificada por Lyons-Molano Jessica.

A nivel molecular, al unirse a FAD (flavin adenin dinucleo6tido), puede modificar la union de
aminoacidos y formar de esta manera complejos proteicos de unidén, con actividad
(NAD(P)H), metilentetrahidrofolato reductasa, liberando energia necesaria para los procesos

metabolicos en los que esta involucrada™® "%,
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En procesos biologicos” tales como la circulacion sanguinea, procesamiento metabélico de
aminoacidos, mantenimiento de heterocromatina, metabolismo de homocisteina, regulacion
de histonas, respuesta a la hipoxia, comportamientos y respuestas metabolicas dependientes
de niveles de acido folico, respuestas inmunes asociadas a la interleucina 1 y en algunos otros
procesos metabdlicos relacionados con vitaminas del complejo B, la proteina MTHFR, actta

como un importante regulador, gracias a su participacion esencial dentro de ciclos como el

(46) (14),(41),(55)

de un carbono "’ y del acido félico , que como se menciond en el apartado anterior

. . 62
influyen de gran manera en la homeostasis celular'*”.

4.1.5 Sintesis de Acidos Nucleicos y MTHFR

Como se ha mencionado, MTHFR se encuentra directamente relacionado con la sintesis de

nucle6tidos (79

, punto fundamental para la progresion de infecciones virales ya que la
mayoria de los virus, incluyendo el de nuestro objeto de investigacion, el VIH®”, requieren
una sintesis adecuada de éacidos nucleicos por parte de la célula infectada, para lograr

(81

replicarse", infestar e invadir nuevas células, convirtiéndose en una infeccion activa.

R(14)’(78)’(59), a través

Las enzimas que participan en el ciclo del folato, principalmente MTHF
de las vias con las que interactiian son claves para el metabolismo del ADN. Se puede incluso
decir, que los precursores de la sintesis de ADN (purinas y pirimidinas) dependen de estas

enzimas del ciclo del folato"*”.

. . ., 2) . <y o

De igual manera, la metilacion de ADN®?, importante para regular la expresion génica y los
, ) y

procesos de diferenciacion celular, est4 ligada a la funcion de sintesis de 4cidos nucleicos y

reciclaje de grupos metilo, que tienen lugar en el ciclo del folato'”".

Por otro lado, una MTHFR debilitada, que no pueda cumplir con las funciones celulares de
manera efectiva, es decir una sintesis inadecuada de aminodcidos y acidos nucleicos, se
investiga como efecto protector ante infecciones virales altamente morbi-mortales como el
VHB (virus Hepatitis B) o VIH, al disminuir la oportunidad de replicacion de las particulas

. . ., . , , . 83
virales, frenando el progreso de una infeccion hacia sindromes de mal pronostico'™.

24



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

4.2  Genética de los polimorfismos del gen MTHFR

4.2.1 Genética del polimorfismo 677C>T del gen MTHFR

Descrito por Kang y colaboradores en 1988 como una variante termolabil de Ia
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)®", asociada con aumento de niveles de
homocisteina que conduce a alteraciones en el funcionamiento enzimatico'”"™,
disminuyendo su actividad en general, fue solo hasta 1995, cuando estudiando un grupo de
pacientes con enfermedad cardiovascular, Frosst y colaboradores®”, describen esta variante

tipo missense, como un polimorfismo, debido a su frecuencia genotipica a nivel

poblacional ®"*%,

Este polimorfismo se caracteriza principalmente, por reducir la actividad catalitica de la
proteina y aumentar la termolabilidad, lo que hace que a temperaturas mayores de 37°C

disminuya la accion enzimatica'’”"*?,

Se encuentra ubicado en la posicion 677 del ADNc del MTHFR, en donde produce el cambio
de una citosina por una timina (677C>T), alterando el dominio catalitico de la proteina,
generando el cambio de una alanina por un residuo de valina en la posicion 222 (p.A222V);
para su busqueda en bases de datos, se ha identificado con el rs1801133, con el fin de
diferenciarlo de otras variantes del gen y hacer una busqueda eficiente que se limite a la
descripcion y estudios especificos de este tipo de variacion””. A partir de 1995, con el
estudio mencionado de Frosst®”, se determind que el genotipo homocigoto TT, (677TT),
disminuye la actividad enzimatica entre 50-60% a una temperatura de 37°C y si la
temperatura se aumentaba a 46°C, la actividad se reducia en un 65% ademas de aumentar
concentraciones de homocisteina, al comparar su eficiencia enzimatica con genotipos wild

(77),(91)

type (silvestres) 677CC a las mismas temperaturas Sin embargo, estudios de

asociacion posteriores han demostrado que el aumento de homocisteina en relacion al

genotipo TT, también se encuentra influenciado por la ingesta deficiente de folato!””*?*!

En la fase 3 del proyecto de 1000 genomas, se determinaron las diferentes frecuencias alélicas
y genotipicas del polimorfismo 677C>T del gen MTHFR en diferentes poblaciones™ "),
con una frecuencia alélica menor de 0.25, (MAF 0.25), estos datos pueden encontrarse en la

Tabla 4, datos verificados y publicados en Ensembl Human en la version GRCh38.p7.
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Poblacion | Frecuencia alélica Frecuencia genotipica Esquema
G: 0.755 (3779) A: G|G: 0.591 (1480) A|A:0.082(205)

Todas 4. Ny
0.245 (1229) |G: 0.327 (819) T
G:0.910 (1203) A: G|G: 0.831(549 :0.011(7) A|G:

. (1203) | (549) A| (7) Al Ve
0.090(119) 0.159 (105) '
G: 0.526 (365) A: G|G: 0.262 (91) :0.210(73) A|G:

AR ' | @Oz
0.474 (329) 0.527 (183) o
G: 0.704 (710) A: G|G: 0.514 (259) A|A:0.105(53) A|G: P o

EAS g
0.296 (298) 0.381 (192)
G:0.635(639) A: 0.365 | G|G: 0.406 (204) A|A:0.135(68) A|G: )

EUR Db
367) 0.459 (231) '

SAS G: 0.881 (862) A: G|G: 0.771 (377) A|A:0.008(4) A|G: o ni
0.119 (116) 0.221108) oo

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 677C>T del gen MTHFR

(MAF 0.25) Segun fase 3 del proyecto 1000 genomas.
AFR: Africana, AMR: Americana, EAS: Asidtica del este, EUR: Europea, SAS: Asidtica del sur.
G= Ancestral A= Variacion. Basada Ensembl Human GRCh38.p7 variacion rs1801133 gen MTHFR

http.://www.ensembl.org/Homo sapiens/Variation/Population?db=core;r=1:11795821-
11796821;v=rs1801133,;vdb=variation,vf=1229077 Modificada por Lyons-Molano Jessica.

4.2.2 Genética del polimorfismo 1298A>C del gen MTHFR

El polimorfismo, de la secuencia del gen que codifica para la enzima, 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), conocido como polimorfismo 72984>C
MTHFR, identificado con el nimero unico rs1801131, al igual que sucede con el

polimorfismo 677 C>T MTHFR, resulta en una enzima termolébil, una enzima debilitada,

(96)

que no cumple adecuadamente su funciéon" ", conduciendo al incremento en la concentracion

(85),(89)

de homocisteina , lo cual produce alteraciones en la salud humana®”, bien sea

generando susceptibilidad para algunas enfermedades, alterando reacciones producidas por

algunos farmacos'*”

, 0 bloqueando procesos importantes en ciclos metabolicos, como por
ejemplo, la sintesis de 4cidos nucleicos que normalmente se produce en el ciclo del acido
folico'' ", de forma tal que limitaré la replicacion de algunos virus®" altamente infectantes
como los retrovirus; los cambios producidos por este polimorfismo en vias metabdlicas, con

7

las diferentes consecuencias para el ser humano' ", pueden producirse por el polimorfismo
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en si, de manera individual, aunque son escasos los estudios y falta recopilar datos que
demuestren la asociacion con alteraciones en la salud humana; o de manera conjunta

(98),(99)

asociandose con otras variaciones polimoérficas , generando fenotipos diferentes que

afectan de una u otra manera la salud"'°?.

La asociacion mas comunmente estudiada respecto a las variaciones del gen MTHFR, es la
producida por los polimorfismos mas comunes de este gen, objeto de nuestro estudio, de esta
forma el polimorfismo/2984>C junto con el 677C>T del gen MTHFR, han demostrado tener
importantes implicaciones en la salud durante diversos estudios''"”, que se han podido

. . . , . 19
replicar por varios grupos cientificos comprobando su veracidad '”.

Cuando en el gen MTHFR, se produce la sustitucion de una adenina (A) por una citosina (C)

en el nucleotido1298, una variacion tipo missense (ver Figura 9), que resulta en la sustitucion

de 4cido glutamico por alanina en la posicion 429 de la proteina (E429A)""".

I | TITENMIEN T @ T EN I

Figura 9. Ubicacion SNP 1298 A>C del gen MTHFR.
Basada Ensembl ENSG00000177000; rs1801131. Modificada por Lyons-Molano Jessica.

101 r
(190" ademas de su

Variaciones en las frecuencias genotipicas y alélicas entre poblaciones
propia variacion dentro de una misma poblacién en referencia a polimorfismos del gen
MTHFR®”®? observadas en las Tablas 4 y 5, pueden explicar a groso modo el
comportamiento de las enfermedades comunes atribuidas a dichas frecuencias de los SNP de

MTHFR.
4.2.3 MTHFR 677 C>T y 1298A>C y alteraciones en vias metabolicas

En el ciclo metabolico del 4cido folico y en sus interacciones con los ciclos del metabolismo
de un carbono y de la homocisteina'®*", se ha atribuido responsabilidad de los SNP 677C>T

y 12984>C de MTHFR, en la catalizacion de la reduccion de 5,10 metilentetrahidrofolato
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(5,10-metilen THF) en 5-metil tetrahidrofolato (5- MeTHF), coenzima del folato requerida

para formar metionina de la homocisteina (ver Figuras 5 y 6) que de alterarse aumentara los

. . . ’ . Lo 70),(85
niveles de la misma homocisteina generando consecuencias patogénicas en el humano'’”**”-

(96),(82).

Poblacion | Frecuencia alélica Frecuencia genotipica Esquema
T: 0.751 (3759) G: T|T: 0.573 (1435) G|G:0.072(180)

Todas ‘ 7 o
0.249 (1249) IT: 0.355 (889) o
T: 0.849 (1122) G: T|T: 0.723 (478) G|G: 0.026 (17) “' o
0.151 (200) IT: 0.251 (166) s
T: 0.849 (589) G: 0.151 | T|T: 0.720 (250) G|G: 0.023 (8) G|T:

AMR G
(105) 0.256 (89)
T: 0.781 (787) G: 0.219 | T|T: 0.599 (302) G|G: 0.038 (19) -

EAS | PR
(221) IT: 0.363 (183)
T: 0.687 (691) G: 0.313 | T|T: 0.475 (239) G|G: 0.101 (51)

FUR [ S
315) |T: 0.423 (213)
T: 0.583 (570) G: 0.417 | T|T: 0.339 (166) G|G: 0.174 (85)

SAS ¢ =
(408) |T: 0.487 (238)

Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 1298A>C del gen

MTHFR segun fase 3 del proyecto 1000 genomas.

AFR: Africana, AMR: Americana, EAS: Asidtica del este, EUR: Europea, SAS: Asidtica del sur.

T= Ancestral G= Variacion

Basada en Ensembl Human GRCh38.p7 variacion rs1801131 gen MTHFR

http.://www.ensembl.org/Homo sapiens/Variation/Population?db=core;g=ENSG00000177000;r=1:1178572
3-11806920,t=ENST00000376592,v=rs1801131;vdb=variation;v(=1229075# Modificada por Lyons-

Molano Jessica.

Diferentes estudios, han logrado demostrar que ambos polimorfismos (12984>Cy 677C>T
del gen MTHFR), cuando se presentan de manera heterocigota, hacen que la actividad de
MTHEFR se disminuya ampliamente, condicion que se exacerba cuando se trata de personas
que son homocigotas para el alelo mutante. Estos hallazgos se han comparado con personas
con el genotipo wild type, corroborando de esta manera que los polimorfismo mencionados

afectan significativamente la salud humana""- """,

28



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

Del mismo modo, se considera que la condicion de homocigocidad de la mutacién se
encuentra estrechamente relacionada con altas concentraciones de homocisteina secundarias
a bajos niveles de folato en los eritrocitos””. Inclusive, existen estudios que han demostrado
que mejorando el estado nutricional del folato, bien sea con suplementos o con la
incorporacion de alimentos que contengan adecuada cantidad de acido folico en la dieta,
mujeres mayores con el alelo mutante presente, disminuyen la concentracion de homocisteina
en el plasma, soportando positivamente la hipdtesis que afirma que la homocigocidad se
relaciona con niveles bajos de folato y que al regular dichos niveles puede cambiar la

condicion de susceptibilidad para algunas enfermedades que posee el homocigoto”!/2-1%%),

Sin embargo, estos hallazgos no se han evaluado en las diferentes poblaciones y aun esta sin
resolver, de manera definitiva, la pregunta de si la ingesta diaria recomendada (IDR) de
folato, podria compensar de manera idonea la actividad reducida de la enzima MTHFR en
individuos con al menos un alelo mutante, o si es necesario un aumento en los requerimientos

diarios en los individuos con esta condicion'’?:##-#)-(104).(105)

4.3 Gen MTHFR vy salud humana

4.3.1 Aspectos de la salud humana relacionados con las variaciones en el gen
MTHFR: generalidades respecto a susceptibilidad y proteccion ante patologias

humanas.

Cada vez son mas las asociaciones de los polimorfismos del gen MTHFR con las
consecuencias patologicas o benignas en la salud humana. Desde que Lucy Wills y
colaboradores en 1930 descubren en la levadura de cerveza una molécula hidrosoluble que
le ayudaba a combatir las anemias" ""'?), la investigacion sobre el folato con relacion a la
salud humana ha interesado a varios grupos cientificos, quienes han logrado demostrar que
alteraciones en los niveles de esta vitamina B9, bien sea por polimorfismos genéticos o por
nutricion deficiente de folato, se relacionan con inestabilidad enzimatica, principalmente de
la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), enzima indispensable en el ciclo del folato,
que a su vez se relaciona con ciclos metabdlicos, como el ciclo de un carbono y de la

homocisteina, y la cual al alterarse se torna inestable — débil -, afectando las reacciones

29



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

dependientes de ella, conduciendo a alteraciones en la concentraciéon de homocisteina y de

esta manera afectando la salud humana.

Enfermedades y rasgos fenotipicos asociados a variaciones en el gen MTHFR, algunos
descritos en los Anexos 1 y 2, permiten corroborar los multiples fenotipos caracteristicos,

algunos de estos asociados con patologias ampliamente estudiadas como los defectos del

1(25),(72) (27),(106),(89)
2

, las enfermedades cardiovasculares
(107),(108),(109)

tubo neura y las enfermedades

©0 al

psiquiatricas , otros en cambio, se asocian a la respuesta farmacologica
interferir con la eficacia de medicamentos haciéndolos més Optimos o aumentando su
toxicidad causando susceptibilidad a reacciones adversas; el fluaracil, la leucovirina, y la
oxiloplatina, hacen parte de los medicamentos afectados cinética y metabolicamente con las

variaciones del gen MTHFR. Ademas de esto, también existe evidencia de asociacion de las

(37) (111)

f ol . . r 110), 71
variaciones de este gen con varios tipos de cancer”” como el colorrectal """ cerebral’"

y de seno (109

Referente a las asociaciones benignas, desde hace un par de afios, investigadores han
demostrado que la presencia de algunos polimorfismos en el gen MTHFR, se asocian con
mejor rendimiento fisico, aumento de velocidad y de masa muscular en atletas de alto

rendimiento'''?

, otros han descrito de forma légica, basdndose en como estos polimorfismos
alteran las vias metabdlicas del folato y del ciclo de un carbono, que dichas variaciones
conducen a una produccion de acidos nucleicos inadecuada o anormal, protegiendo de este

(11

modo de enfermedades infecciosas'''”, por ejemplo, al reducir la capacidad de infestacion

de algunos virus que se valen de las purinas y pirimidinas para replicarse de manera

efectiva®D 63014

La serie de estudios cientificos realizados han llevado a describir multiples variaciones en el
gen MTHFR, principalmente variaciones de un solo nucleotido -SNP= Single Nucleotide
Polymorphism- relacionados con afeccion directa en la salud humana®”. De estos SNP,
algunos descritos en el Anexo 2, los més estudiados debido a sus diversas asociaciones con
susceptibilidad a enfermedades, proteccion de infecciones, y alteracion de fArmacos, son los

dos objeto de este estudio, el 677C>Ty el 12984>C"".

La persistencia de estos polimorfismos en diferentes poblaciones a nivel mundial, ha sido

30



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

tratada de explicar por investigadores que afirman que la seleccién natural de los mismos
puede deberse a su relacion con eventos benéficos en la salud humana; de este modo estos
dos polimorfismos, han sido protagonistas en estudios donde dependiendo de la enzima
afectada o del paso alterado en alguno de los ciclos metabdlicos en los que participa el folato,
se tendran consecuencias diferentes. La alteracion de la enzima metilentetrahidrofolato
reductasa, fundamental en el ciclo del folato y en los ciclos metaboélicos relacionados, es la
mas prevalente en las investigaciones, debilitada por variaciones del gen MTHFR, conduce
a alteraciones de la homeostasis celular, creando susceptibilidad ante algunas patologias'®,
sin embargo, sigue siendo motivo de investigacion, debido a la posiciéon de algunos
cientificos que afirman que la ingesta de folato en niveles adecuados puede evitar la
instauracion de estas enfermedades''*”; por otro lado, los cambios en la enzima MTHFR
producen reduccion de sintesis o sintesis anormal de &cidos nucleicos, alteracion que juega
un papel importante en el tema de la selecciéon de estos polimorfismos, ya que se ha
documentado que la adecuada sintesis de acidos nucleicos facilita el ingreso de los virus y
algunos parasitos al sistema inmune logrando evadir la respuesta ante macréfagos y linfocitos
T, replicandose eficazmente y conduciendo a infestaciones generalizadas rapida y
efectivamente, este es el caso de la malaria causada por el parésito Plasmodium falciparum,
virus como la hepatitis B, citomegalovirus y algunos retrovirus dentro de los que se encuentra
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), al conocer esto, se espera que de la misma
manera los polimorfismos que logran alterar la enzima MTHFR, protejan al organismo
disminuyendo la velocidad de replicacion y evitando una infeccion mayor, que como es el
caso del VIH se vera reflejado en un conteo estable de células CD4 - linfocitos T ayudadores
-, que al aumentarse de manera descontrolada permiten que la infeccién por VIH progrese

hasta la enfermedad altamente morbi-mortal conocida como Sindrome de Inmunodeficiencia

humana (SIDA)""'?.

4.3.2 Rasgo, enfermedad, o caracteristica asociada a polimorfismos 677C>T y

1298A>C del gen MTHFR

Desde que se descubre la molécula folato y con la posterior ley de fortificacion de las harinas
en la mayoria de los paises, los cientificos evidencian una importante disminucién en la

incidencia de algunas patologias humanas, hecho que atribuyen al aumento de consumo de
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(G129 Centrandose en el folato, realizan

esta vitamina de manera preventiva
descubrimientos genéticos de variantes en genes, como el MTHFR, que afectan enzimas
principales de los ciclos metabdlicos que lo involucran y se inician estudios de las variaciones

en relacion con la salud humana®”"®”,

4.3.2.1 Enfermedades que involucran el sistema nervioso

Los defectos del Sistema nervioso central (SNC) han sido el foco principal de los estudios en
relacion a con los polimorfismos del gen MTHFR por su alta comorbilidad. Estas

1115116

enfermedades, dentro de las cuales se encuentran los defectos del tubo neura 'y la

(') entre otras, se asocian a alteraciones del folato, el cual participa de manera

espina bifida
indispensable en la sintesis de colina y adrenalina, y en la regulacion de la homeostasis de la
barrera hematoencefalica. Se conoce ademads, que concentraciones bajas de folato, se asocian
a déficit cognitivo, debido a la transulfuracion de la homocisteina, la cual es practicamente
inhibida a nivel cerebral, elevando de manera exponencial concentraciones de homocisteina
a este nivel, predisponiendo a eventos vasculares, que su vez, por la relacion existente entre
las concentraciones elevadas de homocisteina y los niveles de glutamato, pueden

desencadenar neurotoxicidad*!"?®

, por otro lado, estudios han logrado demostrar, que la
fortificacion de las harinas junto con el consumo de folato de manera adecuada ha tenido
gran impacto en la homeostasis celular y con ello en la reduccion de defectos del tubo

neural ',

Durante el periodo de gestacion, el déficit de folato, conlleva a afecciones graves en el feto,
defectos que en su mayoria concluyen con pérdidas tempranas del embarazo, pero si es el
caso y el embarazo llega al término adecuado, por encima de la semana 37, las patologias a
nivel del SNC, siguen siendo los defectos predominantes, principalmente defectos del tubo
neural, con calidad de vida deficiente y pronosticos pobres''”; la susceptibilidad para estos
defectos, se ha relacionado y confirmado en multiples investigaciones a nivel mundial,
algunos estudios asocian la presencia de los polimorfismos 677 C>T'y 12984>C del gen

(118),(

MTHEFR bien sea de manera individual o combinados ”9), de cualquier manera, la base

de la alteracion en el tubo neural causada por las variantes del gen metilentetrahidrofolato
reductasa, se puede resumir en alteraciones a nivel de la metilacion del 4cido folico™, y es

claro que la prevencion definitivamente se encuentra en relacion con el consumo y
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funcionamiento metabélico adecuado del folato''?".

Entre otras afecciones que estos polimorfismos pueden generar en el SNC, eventos
tromboticos e infartos cerebrales, han sido estudiados por grupos de investigacion, con el
comun denominador de que las alteracion se deben a la debilidad causada por los SNP en la

enzima MTHFR y la consecuente concentracion elevada de homocisteina®",

4.3.2.2 Enfermedades en relacion con el sistema cardiovascular

El aumento anormal de la homocisteina en el plasma, generado por polimorfismos del gen
MTHFR, altera el metabolismo del folato, y consecuentemente desencadena una serie de
alteraciones en el equilibrio metabolico conduciendo a un desbalance que se ha asociado con
riesgos cardiovasculares especificos, principalmente debido a la esclerosis producida en los

vasos sanguineos que genera susceptibilidad a dafios vasculares importantes, generando

1(121),(122) )

. . ., . , . 58) - . .
riesgo de hipertension arteria , eventos tromboticos®?, insuficiencias y fallas renales

) (28),(106 (123)

por causas netamente vasculares'”, vasculopatias ) trombosis venosas''*”, e incluso
enfermedad coronaria™’ que puede culminar en infarto agudo de miocardio'”". Resumiendo,
las evidencias encontradas acerca de los dafios cardiovasculares asociados con las variaciones
del gen MTHFR objeto de nuestro estudio, no se contradicen y todas llevan a la alteracion en
la homocisteina debido a una enzima MTHFR debilitada que conduce sin lugar a duda a
engrosamiento de las paredes de los vasos sanguineos con sus consecuencias inevitables ya

nombradas.

En el 2015, se realiz6 un estudio para crear una prueba genética, que permitiera detectar estos
polimorfismos en pacientes con homocisteina elevada, y asociarla con enfermedades
cardiovasculares tempranas y formacion de trombos, para que en la practica clinica se

tomaran las medidas preventivas para este tipo de enfermedades.

El estudio de la prueba genética para SNP del MTHFR, al ser positiva, indicaba presencia de
los polimorfismos mas comunes para este gen; no obstante aunque resultd ser eficaz para
detectar predisposicion a enfermedades cardiovasculares tempranas y enfermedades
trombdticas, al poco tiempo del estudio, la American Heart Association, el College of

American Pathologists 'y el American College of Medical Genetics, decidieron no
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recomendar el uso de esta prueba, argumentando que antes de realizarla se debia contar con
los niveles de homocisteina y que estos estuvieran elevados, y debido a que la medida de
estos niveles no se hace de manera rutinaria, sumado a que aun esta en estudio la asociacion
de enfermedades cardiovasculares con la elevacion de la homocisteina, no tendria razon

practicar esta prueba de manera habitual.

4.3.2.3 Enfermedades psiquiatricas

)

~ . 107 . , . . s
Hace algunos afios, Gilbody''’”, cientifico conocido por sus estudios en relacion al

comportamiento humano y enfermedades mentales, decide experimentar sobre ¢l mismo,

., . . 9
exponiéndose a una dieta con bajo consumo de folato””'"”

, logrando demostrar que
concentraciones bajas de esta vitamina, afectan las vias metabdlicas indispensables,
debilitando la enzima principal del ciclo del folato, 5- metilentetrahidrofolato reductasa, con
la subsecuente alteracion en la sintesis de neurotransmisores secundario a un aumento en la
concentracion de homocisteina, desencadenando sintomas predominantes de depresion; los
hallazgos del cientifico, fueron replicados exitosamente, y a parte de los sintomas depresivos,
se demostrd que el déficit de acido folico conduce a anemia megaloblastica''*", la cual en un
56% de los casos genera comportamientos maniaco depresivos. Los estudios en relacion con
las patologias psiquiatrias y los polimorfismos del gen MTHFR realizados por Gilbody y sus
colaboradores, fueron mas alld de lo que podria imaginarse asociando estas variantes a
multiples desordenes a nivel de la mente humana''’”. En otros estudios, demuestran que el
neurotransmisor serotonina, presente en las neuronas, y encargado de la expresion de
sentimientos de alegria y depresion, se encuentra estrechamente relacionado, de manera
directamente proporcional, a la concentracion del folato, en otras palabras, a mas bajas

. . . 30
concentraciones del folato, mayor el riesgo de entrar en estados depresivos ™.

La cantidad de patologias psiquidtricas que se han investigado en relacién con estos
polimorfismos son variadas, grupos de investigacion han logrado demostrar asociacion de
los polimorfismos con alteraciones en sustancias cerebrales importantes como lo son los
neurotransmisores que desencadenan signos y sintomas mentales, que afectan el

comportamiento humano, de este modo se han detectado asociaciones con enfermedades del

(125),(126) (31),(108),(109)

espectro autista , con sintomas negativos de la esquizofrenia , pero estas dos

enfermedades atn siguen en investigacion para determinar la causa clara de la asociacion con
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los polimorfismos que afecten la enzima MTHFR.

Asi como se ha podido comprobar el efecto sobre los neurotransmisores, se conoce que
alteraciones en el ciclo del folato por parte de las variantes del gen MTHFR, también afectan
el metabolismo lipidico en asociacién con la homocisteina elevada y concentraciones
plasmaticas bajas de folato y vitamina B12, con estas alteraciones se predispone no solo a la
esclerosis de los vasos sanguineos y las consecuencias cardiovasculares, sino que logra
afectar la capacidad de la memoria humana, llevando de esta manera a demencias que afectan

la tercera edad del humano, dentro de las cuales se destacan las tipo Alzheimer''?”"*%.

4.3.2.4 Anomalias cromosomicas

Aunque se han descrito defectos congénitos asociados a polimorfismos del gen MTHFR a
nivel del SNC, a nivel cardiaco, vascular, dseo, renal, sexual e incluso a nivel de la psiquis;
los defectos congénitos por alteraciones cromosomicas tipo aneuploidias, poliploidias,
inserciones, deleciones o translocaciones, secundarias a variaciones en el gen MTHFR tienen

poca evidencia cientifica registrada en las diferentes bases de datos”"(!??-(1F0-(131),

El folato, durante el paso por el ciclo de su mismo nombre y junto al metabolismo de un
carbono, contribuye a la homeostasis celular; sin embargo, ante la presencia de los
polimorfismos 677C>T y 1298A>C del gen MTHFR, la enzima MTHFR, principal del ciclo
del folato, se debilita causando fallas en el proceso de metilacion, generando hipometilacion
de islas CpG, conduciendo a inestabilidad cromosdmica con la subsecuente segregacion
inadecuada de los cromosomas, llevando no solo a la que ha sido por excelencia la anomalia
cromosOomica mas estudiada en todo nivel, la trisomia 21, mas conocida como sindrome

(33),34)

Down , sino pudiendo conducir a otras afecciones cromosdmicas como lo demostrd un

. — ., . : . 35
grupo investigativo en relacion con la monosomia X, conocida como sindrome Turner””, e
incluso pudiendo ser la causa de microdeleciones en cromosomas sexuales que lleven a
. eqe 2 « , . .« 17 <17 I3 4

infertilidad"*”, y quizé de muchas mas poliploidias, aneuploidias y demés cromosomopatias

aun sin estudios al respecto.
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4.3.2.5 Infertilidad y pérdidas recurrentes de embarazos

Los temas en relacion con la concepcion y la fertilidad humana, siempre han sido de interés
no solo a nivel cientifico sino de la poblacion general quiza por las implicaciones evolutivas
que se le asocian y ultimamente por los avances en terapia génica y medicina personalizada.
En el ser humano, la imposibilidad de concebir un hijo o de llevar un embarazo a un término
adecuado, se asocian a multiples patologias y un sin nimero de causas posibles. En lo que
respecta a las variaciones en el gen MTHFR, estudios de los polimorfismos 677C>T Y
1298 A>C, han mostrado relacion tanto con casos de infertilidad como con casos de pérdidas
recurrentes de embarazo?? P39 1 g NP, al debilitar enzimas del ciclo del folato,
afectan el proceso normal de metilacion generando concentraciones plasmaticas de

homocisteina anormales que de manera directa causan maduraciéon anormal de los

(131) (132)

oocitos' ~’, microdeleciones en el cromosoma Y que conducen a azoospermia "/, e incluso

ree 136 . .
conteo espermético menor de lo normal'*”; estos cambios son los que pueden conducir a
infertilidad bien sea masculina o femenina, o en dado caso llevar a errores en el proceso de

maduracion embrionaria generando abortos espontdneos recurrentes.

En los ultimos afios, el porcentaje de abortos antes de la semana § de gestacion ha aumentado
a nivel mundial, muchas de estas pérdidas se quedan sin estudios que puedan indicar la causa,
sin embargo, algunos de estos casos pueden ser secundarios a patologias que causen defectos
congénitos o cromosomopatias que culminen en falla en el progreso del embarazo y dichas
alteraciones pueden deberse a todos los cambios que generan los polimorfismos del gen

MTHEFR en el organismo humano'''®"**),

4.3.2.6 Procesos de carcinogénesis

En los ultimos afios, han cobrado importancia cientifica, los estudios acerca de las variantes
en la secuencia de MTHFR, que afectan el ciclo del folato, debido a las evidencias
encontradas de su relacion directa con carcinogénesis””'"”"*? " considerando
principalmente que defectos de vitamina B9, alteran procesos relacionados con la metilacion
y con la reparaciéon de ADN, aumentando la sensibilidad a mutaciones, que en realidad es el

(79),(138

comun denominador en los procesos de cancer . Dentro de las multiples hipotesis al

respecto, toma fuerza la subsecuente hipometilacion de islas CpG, que produce desregulacion
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de la expresion génica normal, generado aumento en algunos ARNm, en algunos

82
protooncogenes o en genes supresores de tumor como el p53*%;

sin embargo, las hipotesis
planteadas en asociacion con tumorogénesis y alteracion de la via de folato, aun no estan
claramente definidas ni aprobadas y se deben reforzar estudios para llegar a una conclusion

final de dicha asociacion.

En el tema del cancer y MTHFR, los grupos de investigacion, han podido demostrar que,
principalmente los polimorfismos 677C>T y 1298 A>C, se asocian con riesgo para desarrollar

leucemia linfoblastica aguda''*”’

, que el metabolismo de farmacos antineoplasicos como el
capacitabine utilizado en pacientes con cancer colorrectal, se ve afectado por estas
variaciones polimorficas en el gen MTHFR conduciendo a toxicidad en los pacientes, y
centrandose en el cancer de seno, los estudios ademés de demostrar que se tiene una
susceptibilidad para desarrollarlo cuando se cuenta con estos polimorfismos, también han
podido corroborar que la ingesta de folato en niveles mucho maés altos del requerimiento

5 ..
109199 1 as revisiones

diario pueden reducir el riesgo de desarrollar neoplasias a este nive
de la literatura acerca de estos dos polimorfismos asociados con el riesgo de cancer es amplia
y ain esta en estudio”’” sin embargo, todos los estudios, se centran en el metabolismo del
folato y sus implicaciones, y aunque existen estudios al respecto desde los afios 90, en los
ultimos afios se investigan los puntos exactos que se alteran en los ciclos metabolicos y que
pueden afectar los procesos de metilacion o alterar genéticamente una persona conduciendo
a heterogeneidades y pleiotropia en su descendencia, considerando que de esa forma,
variaciones en este solo gen MTHFR puede llevar a cambios tumorales a diferentes niveles;
el cancer de seno, colorrectal y las leucemias, han sido los principales temas de interés al

respect0(41)’(105)'(l 10). (111),(140).(141).(142)

4.3.2.7 Enfermedades infecciosas

El comportamiento del organismo humano con polimorfismos en el gen MTHFR respecto a
algunas enfermedades infecciosas, es una de las razones principales para que exista seleccion
natural de estas variaciones, para que persistan estos SNP a través del tiempo y la evolucion,
ya que a pesar de su relacion con susceptibilidad para diferentes patologias, también se
considera que puede generar efectos benéficos, por ejemplo, la alteracion que producen estos

SNP en el ciclo del folato inhibiendo la sintesis adecuada de acidos nucleicos, disminuye la
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DAL - evitando el dafio total al

capacidad de replicacion de algunos virus y parasitos
sistema de defensa del ser humano, limitando el proceso de infeccion permitiendo ser
atacados con medicamentos 6ptimos que puedan detener su progreso; esto es lo que se cree
que sucede con el virus VIH, que ante estos polimorfismos llega a un control en el conteo de
células de defensa TCD4+ de manera estable, deteniendo el progreso a la enfermedad SIDA

altamente morbimortal.

El hecho de que variaciones del gen MTHFR no permitan que se realice de manera adecuada
la sintesis de acidos nucleicos al debilitar la accién de la enzima Metilentetrahidrofolato
reductasa, retrasando la replicacion de microorganismos infecciosos, o en algunos casos,
conduciendo a resistencia total a la infeccion por microorganismos que atacan el sistema
inmune de manera progresiva y evaden la accion de muchos de los tratamientos que se han
propuesto bloqueando una o algunas de las etapas de la historia natural de la infeccion, ha
permitido que las diferentes empresas farmacéuticas, disefien medicamentos que mejoren la
calidad de vida''*”, aunque tratamientos ideales y definitivos, siguen siendo un enigma y un
reto para los investigadores, enfocados desde los Ultimos afios en el manejo personalizado,
teniendo en cuenta que en todas las patologias que aquejan al ser humano, sin importar que
tan eficaz sea un medicamento, no funcionara de la misma forma para todos los sujetos, asi
mismo, las infecciones no atacan con la misma agresividad a todas las personas expuestas;
esto se debe basicamente a que la composicion genética de cada poblacion de seres humanos

es totalmente diferente!'*?

e incluso los humanos dentro de la misma poblacion también
difieren entre si, asi que los tratamientos adecuados deben estar asociados al estudio genético
de cada afectado trazando perfiles de riesgo no solo poblacionales sino personales, razoén por
la cual la prevencion de algunas infecciones como las causadas por el VIH tengan en su punto

més fuerte la prevencion en los jovenes como tratamiento eficaz''*”"*%,

Dentro de los parésitos que se han asociado con las acciones que pueden ejercer los
polimorfismos del gen MTHFR, grupos de investigacion se han encargado de estudiar a la
malaria, una serie de estudios con ratones de laboratorios ha demostrado como la reduccion
de MTHEFR junto con la subsecuente hiperhomocistinemia, hace que la infeccion se limite

mas pronto de lo que se esperaria sin avanzar a estadios que comprometan la vida, estos
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estudios atin no han sido llevados a cabo en el humano pero se espera que el comportamiento

sea similar'"?.

Respecto a los virus, se encuentra importante informacion sobre el citomegalovirus
(CMV)"*?, el virus de la hepatitis By C"”, en relacion con variantes en el gen MTHFR y la
resistencia que los cambios en el ciclo del folato pueden causar, sin embargo y aunque cada
vez se amplia la investigacion en relacion con los polimorfismos MTHFR y el VIH, la
informacion es escasa pero los diferentes grupos de investigacion han tenido hallazgos
similares, todos ellos afirman que el ingreso del virus al sistema inmune humano y su
posterior replicacion se ve afectada por la sintesis no adecuada de 4cidos nucleicos necesarios
y esto a su vez es consecuencia de las alteraciones que producen los SNP MTHFR al alterar

el ciclo del folat0(80),(1 14),(147),(148),(149),(150)

4.4 Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

4.4.1 Generalidades

En los afios 80 del siglo XX, el Centro de Control de Enfermedades —-CDC— advierte del
aumento en la incidencia de infecciones poco comunes como las neumonias por
Pneumocystis carinii, y la presencia de sarcomas de Kaposi en jovenes previamente sanos
con conductas homosexuales, infecciones que normalmente se presentaban solo en personas

, . ., 151),(152
con algun grado de inmunosupresion o tumores''”"*?,

Posterior a la comunicaciéon de la CDC, se reportan casos en la poblacion europea y en un
corto tiempo se fueron multiplicando de manera exponencial a nivel mundial, sin lograr
determinar la causa exacta, pero reconociendo que se trataba de una infeccion resistente,

dificil de tratar''>(">?

. La infeccion rapidamente se identific6 como una epidemia, y se
determina que se limita a personas con ciertas condiciones, dentro de las cuales se encuentran
jovenes con conducta homosexual, personas adictas a drogas psicoactivas intravenosas, y

.. . . s 152),(155
aquellos con viajes recientes a lugares considerados como exéticos>?">?),

Para 1981, luego de identificar como comiin denominador la afeccion del sistema inmune en
los afectados, se reconoce la infeccion a nivel mundial como Sindrome de Inmunodeficiencia

Adquirida (SIDA), y so6lo hasta 1983 se identifica el primer caso de un paciente con esta
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infeccion no perteneciente a la comunidad homosexual y no consumidor de drogas, por lo
que buscar la causa se convierte en un reto para los cientificos; hacia 1984, en Francia en el
Instituto Pasteur y en Estados unidos en el Instituto Nacional del Cancer (NIH) en Bethesda,
los representantes cientificos Luc Montagnier y Robert Gallo, son considerados como co-
descubridores de la particula VIH y logran que sea detectada en sangre para mayo de ese

. ~ 5 5),(15
mismo afio! 22 (19):(156).(157)

Respecto a la Epidemiologia de esta infeccion, desde los primeros casos, se logrd identificar
grupos de riesgo, y se determind que la via de transmision no era de manera incidental
persona a persona, sino que se transmitia por fluidos corporales principalmente mediante via
sanguinea y sexual; y aunque al inicio se limitara a drogadictos y homosexuales, poco a poco
los casos en heterosexuales especialmente en mujeres, fueron igualandose, casi duplicando

los casos de aquellos orientados por conducta homosexual'>”">%

Durante los 80 del siglo XX, el contagio de VIH posterior a transfusiones sanguineas fue
elevado, pero gracias a estrictos controles y andlisis minucioso de las muestras de los
donantes, esta forma de contagio disminuyd ampliamente, llegando a un porcentaje casi

nulo'"*”.

Lamentablemente para los afos 90 del mismo siglo, los casos de infeccién por VIH y de la
enfermedad SIDA aumentan en la poblacién infantil, llegando en algin momento a
considerarse la tercera causa de infeccion mortal en nifos; la falta de controles prenatales y
desconocer que no solo podia ser transmitida en el momento del parto, sino que también la
lactancia era un factor de riesgo, llevo al aumento de casos, pero en la actualidad, los
departamentos de infectologia, pediatria y ginecologia a nivel mundial se esfuerzan para

. « ey 160),(161
evitar transmision en menores' *?-(1°D,

En la FiguralO, puede observarse la prevalencia de la infeccion por VIH a nivel mundial en
poblacion adulta; respecto a la incidencia, desde los afos 80 hasta la actualidad, por la alta
capacidad del virus para evadir lo que podria erradicarlo, ha tenido oscilaciones representadas

en altas y bajas a nivel mundial.

El afan por encontrar el tratamiento adecuado, ha llevado a las empresas farmacéuticas a
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generar multiples medicamentos que actuan reduciendo o limitando la infeccion por este
retrovirus y aunque al inicio, los tratamientos no eran tan efectivos y condujo a una tasa de
mortalidad alta con respecto a los contagiados, en la actualidad, los tratamientos han llegado
a producir una calidad de vida adecuada aumentando la supervivencia y reduciendo algunas
complicaciones asociadas a esta infeccion '*”. Sin embargo la cura definitiva, ain es el
objetivo de la comunidad cientifica a nivel mundial y los intentos por crear una

(162163 seoyra y eficaz han prevalecido por méas de una década sin resultados

vacuna
contundentes debido a la capacidad que tiene el virus para adaptarse, evadir lo que para este
virus sea una amenaza y replicarse cada vez mas rapido afectando las células T que son el

principal componente de defensa del sistema inmune humano''>*-(!79-(15%)

El resumen cronologico de la historia del VIH se puede encontrar en el Anexo 3.

Prevalence of HIV/Aids in adult population In the Russian Federation the

HIV rate among people

who Inject drugs
ranges from

3%

" I A s
6/% 70%

& " of apeople
living with HIV

80% N

of all HIV Infections in
eastern Europe and central
Asia are coused by use of
contaminated needies

| RUEH ~ 16m

Number of drug users
No data availadle worldwide who Inject®

2.5m'3m

. NUMDRY O thOsE USRS
living with HIV/Alds*

Figura 10. Prevalencia de VIH a nivel mundial.

Basada en http://andreeruizz.wixsite.com/masvidamenossida/single-post/2016/08/25/Historia-del-VIH

Modificada por Lyons-Molano Jessica

4.4.2 Caracteristicas del VIH

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), segin la OMS (Organizaciéon Mundial de
la Salud), se trata de un virus que al ingresar al huésped transforma el sistema de defensa,
deteriorandolo progresivamente a medida que invade célula a célula. La inmunodeficiencia
causada, puede avanzar rapidamente a estadios en donde se generan una serie de signos y

sintomas en los afectados que se reunen en la enfermedad conocida como SIDA (Sindrome
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de Inmunodeficiencia Adquirida); enfermedad que abre la puerta a més de 20 comorbilidades
e infecciones oportunistas concomitantes, altamente morbidas, e incluso se han investigado

s 53
procesos tumorales en relacion con VIH*P%%),

La transmision, como se comentd en las generalidades del VIH, se realiza por contacto
directo con mucosas y secreciones de una persona afectada; se describen entonces las
relaciones sexuales, por via vaginal, oral o anal; las transfusiones de sangre contaminada, el
uso de agujas o jeringas compartidas sin asepsia ni antisepsia por parte de consumidores de
sustancias psicoactivas intravenosas; y la transmision vertical que incluye contagio al recién

nacido durante el parto y la lactancia materna'' ! "-(109:(160)

Para evitar el contagio y disminuir la incidencia de esta infeccion, la OMS generd un proyecto
de Estrategia Mundial del Sector de la Salud contra el VIH, propuesto para los afios 2016—
2020, desarrollado completamente entre marzo y diciembre del 2015, con una version
abreviada disponible en diferentes idiomas en la pagina de la Organizacién Mundial de la
Salud y al alcance de cualquier interesado (http./ www.who.int/hiv/draft-hiv-strategy-2016-
2021 es.pdf?ua=1).

Debido a su virulencia, se han descrito dos tipos de VIH ambos genéticamente similares,
constituidos por dos genomas idénticos con ARN de cadena sencilla cada uno con 9749
nucleodtidos y capaces de llevar hasta el desenlace de la enfermedad SIDA: el VIH tipo 1
(VIH-1), responsable de la mayoria de los casos, se considera mas virulento, y el VIH tipo 2
(VIH-2) posee una virulencia reducida. Como todos los virus, no tienen autonomia para
replicarse por si mismos, para hacerlo requieren infectar otras células, es decir solo se
replican cuando logran insertar su informacion genética en la célula huésped, con lo que
logran manipular todas las actividades de la célula afectada creando de esta manera nuevas
copias virales. Las células huésped predilectas para este virus, deben contar con receptores
CD4, preferiblemente linfocitos T, para posteriormente unirse a este tipo de célula (linfocito
TCD4) e infectarlas; estas células pertenecientes al sistema inmunitario, siendo unas de las
mas importantes dentro de las células de defensa del ser humano, cuando son invadidas por
este tipo de virus, no son capaces de defendernos y el sistema inmune se hace deficiente
permitiendo que el VIH se replique una y otra vez. Otras de las células que prefieren estos

retrovirus VIH, son las células dendriticas y los macréfagos, ambas pertenecientes al sistema
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inmune humano y aunque no se afectan tanto como los linfocitos T CD4, en los estudios de
tratamiento de esta infeccion, se consideran motivo importante de persistencia de infeccion
debido a que la mayoria de medicamentos antirretrovirales no actian en ellas como tal, sino

que son dirigidos a los LTCD4, permitiendo de esta manera que permanezca infectado el

huésped(153),(167),(l70)

Los virus de inmunodeficiencia humana — VIH-, pertenecen a la familia de los Retrovirus,
mas exactamente al subgrupo Lentivirus, y son nombrados de este modo ya que el intervalo
que transcurre entre la infeccion inicial y el comienzo de los sintomas principales es

prolongado(l()?%),(169),(170)

La estructura del virion es de forma icosaédrica, con un diametro entre 80-120nm, con tres
capas protectoras de su material genético. La mds externa se trata de una envoltura formada
por lipidos derivados de la propia célula huésped y entre 70-75 espiculas de glicoproteinas
virales gpl120 y gp41 que son las que se ponen en contacto uniendo el virus a la célula
huésped; la segunda capa conocida como intermedia, cuenta con proteinas estructurales y
con cuatro enzimas encargadas de darle soporte y de permitir la insercion de su informacion
genética a la célula huésped, estas son: transcriptasa inversa (ADN polimerasa y
ribonucleasa), proteasa e integrasa. El genoma viral, es decir toda la informacion genética de
este virus, se ubica en la capa interna, en la region central del virion y estd conformado por
dos copias de ARN con genes que codifican para las proteinas que necesita el VIH para

realizar su replicacion''**(!7D-172)

De manera general, la infeccion por este virus se produce porque la glicoproteina gp120 se
adhiere a los receptores CD4 de los linfocitos T, a los macrofagos y a las células dendriticas,
y a algunos correceptores de la membrana celular (CCRS5 o CXCR4); ya fusionado con la
célula huésped, el virion VIH entra en la célula y se replica mediante la transcriptasa inversa
que convierte el ARN en ADN; la copia completa de ADN se fragmenta en pequefias partes
funcionales, que se integran en el ADN del huésped y se denomina “provirus” en ese
momento. Al activarse en esa célula la informacion del ADN se transfiere a una molécula de
ARNmMm que contiene la informacion genética viral y la del huésped, se transporta del nucleo
al citoplasma, la informacion contenida en el ARNm se traduce y origina proteinas de la

envoltura y del ntcleo del VIH; éstas se procesan y se unen con moléculas de ARN viral y
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forman nuevas particulas virales infecciosas que salen de la célula y de esta manera ya se ha

replicado el VIH!*®-(!7D-(172),

En la Figura 11, se puede observar en forma detallada la estructura y la distribucion de todos

los componentes del virién que le permiten ser el virus altamente infectante que es.
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Figura 11. Estructura del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Basada en: https://[h5.googleusercontent.com/-
syeEUa6yJEQ/TX0dmjR5iQI/AAAAAAAAARS/3E7f9p61 UMk/s1600/800px-HIV Viron_es.pngy

https://flagellum.wordpress.com/2013/12/17/arquitectura-de-un-virus-del-sida/ Modificada por Lyons-

Molano Jessica

4.4.3 Genoma del VIH

Los dos diferentes tipos diferentes del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), poseen
un genoma complejo, y con patogenicidad diferente. En realidad, los genomas de ambos tipos
de VIH, cuentan con los tres tipos de genes estructurales de los Retrovirus, estos genes: gag,
pol y env, permiten codificar proteinas para que la replicacion de estos tipos de virus se
realice de manera eficaz; sin embargo, la diferencia entre el VIH y los otros Retrovirus, es
que el VIH cuenta con seis genes adicionales, los cuales hacen que pueda evadir algunas
reacciones del sistema de defensa y permiten que se siga replicando sin parar, estos genes
son tat, vpr, rev, vif, nef'y en VIH-1 vpu mientras que en VIH-2 vpx. En la Figura 12 se puede

observar la distribucion de los diferentes genes, en la estructura del genoma del VIH!*'"),
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Figura 12. Genoma del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Basada en: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/sida-vih.html Modificada por Lyons-

Molano Jessica

A continuacion en la Tabla 6 encontrard la funcion de los genes que conforman el VIH y en

la Tabla 7, podra ver la descripcion por categoria de los genes que conforman el VIH.

Gen Funcion
Env Codifica para las glicoproteinas de envoltura (gp 160, gp 120 y gp 41)
Gag Codifica para las proteinas estructurales (p55, p24 y pl7)
Codifica para la transcriptasa reversa, proteasa (p66, p51 y p31), integrasa 'y
Pol ribonucleasa
Nef Se cree que disminuye la expresion viral pero en realidad su funciéon es desconocida
Vif Promueve la infectividad de virus libre
Tat Promueve la infectividad de virus libre
Regulador de la expresion de los genes estructurales, aumenta la replicacion viral,
Rev regula de forma negativa a Nef
Vpr Activa débilmente la transcripcion
Vpu Necesario para liberar de manera eficiente el virién
Tabla 6. Genoma del VIH.

Grdfica Basada en: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/sida-vih.html Modificada

por Lyons-Molano Jessica

Los genes del VIH, pueden dividirse en tres categorias: 1.Genes estructurales (gag), 2.Genes
de transactivacion los cuales son genes esenciales para la replicacion in vitro y 3.Genes
accesorios que no son esenciales para la replicacion in vitro. El genoma del VIH en si tiene

9 kb, los genes estructurales y los de transactivacion son iguales para ambos tipos de VIH,
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sin embargo algunas variaciones en los genes accesorios, son los responsables de que el VIH

tipo a tenga mayor patogenicidad con respecto al tipo 2¢'*71,

Tipo de Gen Descripcion

*Codifica componentes proteicos de la parte central-interior (pl7;
p24; p9 y p7) nicleo viral. (capside (CA), matrix
(MA),nucleocapside(NC)) CA: se une a las ciclofilinas; NC: se une al
ARN; MA: posee una sefial de localizacion nuclear (NLS). Pol:
Genes estructurales enzimas: transcriptasa inversa (RT); ARNsa H; proteasa (PR);

(Gag) integrasa (IN). RT y PR son los objetivos principales de los farmacos
antivirales. IN contiene NLS; RT es responsable de la mutacion
viral. Env: envoltura viral (glicoproteinas de superficie (gp120/SU),
transmembrana (gp41/TM)). El gp120/SU se une al receptor CD4 y el

TM se funde con la membrana celular.

Genes esenciales para la replicacion in vitro: Tat: transactivador

de la transcripcion viral, se une a la region afin Tar del ARN, acelera
Genes de
o la transcripcion viral. Rev: regula la expresion viral, se une a una
transactivacion
region afin RRE del ARN, regula el transporte y union de las

secuencias del ARN viral.

genes no esenciales para la replicacién viral in vitro. Nef: factor
negativo (nombre erréneo), disminuye la actividad de los CD4;
MHC-I; se une a las quinasas celulares, esencial para la induccion de
la enfermedad in vive. Vpu: proteina viral desconocida: regula a la
Genes Accesorios baja el CD4, MHC-I; promueve la liberacion viral, excepto en el
VIH-2. Vif: factor de infectividad viral: facilita la maduracion del
virién. Vpr: proteina viral regulatoria: detiene la proliferacion
celular, contiene un NLS. Vpx: proteina viral X (solo en los VIH-2):

permite la infeccion de los macrofagos y la diseminacion viral.

Tabla 7. Genes que conforman el virus de la inmunodeficiencia humana VIH.
Basada en: http://www.biologia.edu.ar/viruslocal/virus%20de%20la%20inmunodeficiencia. htm

Realizada por Lyons-Molano Jessica

El 8% del genoma completo del VIH, contiene ocho areas diferentes de superposicion de

codificacion; una fuerte presion selectiva de manera simultanea en los genes tat y rev del
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VIH hace que estos dos sean primordiales para la replicacion del virus, fat por medio de
interacciones con factores de transcripcion del huésped (principalmente con uno llamado P-
TEFD) y un elemento de respuesta de transactivacion (TAR) que no es mas que ARN en el
extremo 50 de los transcritos viricos, activa la elongacion transcripcional en el promotor del
VIH-1; mientras que rev facilita la exportacion nuclear de ARNs virales que codifican
proteinas esenciales de fase tardia y ARN gendmico para envasado. Estas interacciones
requieren de una sintesis adecuada de &cidos nucleicos y una homeostasis celular adecuada
para que al realizarse dichas interacciones el virus logre replicarse de manera adecuada hasta

s - . . 169),(171
debilitar de manera progresiva el sistema inmune humano''*”'",

4.4.4 Ciclo de vida del Virus de inmunodeficiencia humana, historia natural del VIH

y resistencia natural a la infeccion

La instauracion de la infeccion por el retrovirus de la inmunodeficiencia humana, se realiza
gradualmente debido a que el VIH durante su ciclo de vida, debe recorrer siete pasos para
destruir el sistema inmunitario, los pasos (etapas) han sido estudiados ampliamente y son
denominados: 1. Adsorcion, 2. Penetracion, 3. Transcripcidon inversa, 4. Integracion, 5.
Transcripcion, 6. Ensamblaje y 7. Gemacion''"”. Las caracteristicas de cada uno de estos

pasos se encuentran descritas en la Tabla 8.

El principal objetivo de este virus, la destruccion del sistema inmunitario, es logrado
paulatinamente al atacar las células que defienden al humano durante cualquier agresion, los
linfocitos T CD4+, también llamados linfocitos T ayudadores por la funciéon que cumplen y
su importancia en la inmunidad; la alta virulencia de este virus es generada ya que se replica
usando el mismo mecanismo que tienen las células CD4+ para defendernos, es decir, las
invaden y al mismo tiempo se van replicando en lugar de dejar que cumplan su funcion de

defensa ante la agresion'' """,

Resumiendo el proceso de infeccion, una vez el virus ingresa al organismo, localiza a las
células linfocitos T CD4+ (también conocidos como linfocitos ayudadores o helper), e inicia
su reproduccion de manera progresiva, propagandose lentamente hasta alcanzar el objetivo
de evadir acciones del sistema de defensa humano y lograr destruirlo creando una

. . . . , g . 173
inmunodeficiencia con repercusiones altamente morbidas en el humano'' ™.
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Etapa

Descripcion

Adsorcion

El VIH infecta células que tengan en su superficie la proteina CD4 (Linfocitos
T colaboradores y macrofagos principalmente).

Glicoproteina de superficie del virus, gp120, permite que el virus se una al CD4
de la superficie de la célula. Posterior a esto, gp120 interacciona con el receptor
de quimioquinas CCRS5 (proteina del macréfago) que actiia como correceptor
para el VIH CCRS5 + CD4 forman el sitio de anclaje para que la envoltura del
virus se fusione con la membrana celular. Si la célula infectada es un linfocito
T coadyuvante el correceptor expresado en la superficie es el CXCRA4.

El correceptor CCRS es requerido para la union del VIH a los macréfagos.
Existen individuos que expresan una variante de la proteina CCRS que no une

al VIH y por lo tanto no adquieren la infeccion.

Penetracion

El virus penetra en la célula mediante fusién de su envoltura con la membrana
celular. Proteina del virus, gp41, act@ia a modo de gancho anclandose a la
membrana y facilitando el proceso de fusion esto sucede luego de la adsorcion

de la gp120 con receptor y correceptor

Transcripcion

Inversa

Luego de la liberacion del material genético y de las enzimas, la transcriptasa
inversa usando como molde el ARN del virus sintetiza una hebra de ADN
(transcripcion inversa) que posteriormente se convierte en un ADN lineal
bicatenario. Este proceso es muy importante para que el genoma del virus
pueda ser integrado al nucleo celular. Luego la ribonucleasa (de la transcriptasa

inversa) destruye el ARN original.

Integracion

el ADN recién formado se incorpora al genoma del huésped mediante la accion

de la enzima integrasa

Transcripcion

La informacion contenida en el ADN viral se transcribe a ARNm, para la
construccion de nuevos virus. La transcripcion ocurre en el ntiicleo. El ARNm
pasa al citoplasma y se dirige hacia los ribosomas, que "leen" las secuencias
nucleotidicas y las traducen a estructuras proteicas, mediante el ARNt.
También se forma la progenie del ARN virico utilizando la polimerasa celular.
La sintesis de las proteinas estructurales y de superficie del virus se lleva a cabo
en el reticulo endoplasmico, las cuales luego son transportadas mediante

vesiculas formadas en el Golgi hacia la membrana celular.
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Ensamblaje Se forman las nucleocépsides inmaduras en el citoplasma. Comienza a actuar la

viral proteasa permitiendo la maduracion del virion.

El segmento proteico pl7 permanece unido a la membrana celular del huésped
Gemacion y a la capside del nuevo viridn, cuando el virion se separa del huésped, el p17

"rasga" parte de la membrana celular y el virion sale de la célula.

Tabla 8. Etapas del VIH para causar infeccion - Ciclo vital del VIH.

Basada en

http://www.biologia.edu.ar/viruslocal/virus%20de%20la%20inmunodeficiencia. htm#CICLO%20VITAL

Respecto a la historia natural del VIH, debe tenerse en cuenta durante el seguimiento de las
personas infectadas, (ver Figura 13), ya que guiandose por la carga viral y el nivel de los
anticuerpos de VIH, que varian de forma ciclica, debido al proceso de infeccion de manera
gradual, se producen diferentes signos y sintomas que permiten identificar la categoria clinica

en la que se encuentra el pacientes' "'"> (Ver Tabla 9 y Anexo 4).

Carga viral aumenta muy rapido:
Una persona puede transmitir la infeccion unos dias

A después de haberse infectado

700
CD4/mm3
‘ 600 CD4/mm3

* (Soomeocitos CD4 500 CD4/mm?3
-1400 CD4/mm3 tratamiento

\

Toxoplasma
Neumocitosis
Tuberculosis

Anticuerpos anti-VIH

200 CD4/mm?3
Infecciones oportunistas

Carga viral: Cantidad de virus en sangre
50 CD4/mm3
Infecciones

* Citomegalovirus
Umbral de deteccidn de anticuerpos Micobacterias
------------------------------------------------------------------------------- Criptococosis

Umbral de deteccién de carga viral

$ Tiempo

I I I
DIAO 1 SEMANAJ 6 SEMANAS

Sistema inmune se debilita
L No hay suficientes anticuerpos

CD4 disminuye , carga viral aumenta

Figura 13. Historia natural de la infeccion por VIH.

Basada en: http://www.infosida.es/que-es-el-vih/historia-natural-del-vih Modificada por Lyons-Molano

Jessica

El primer contacto, se trata de una etapa en donde el VIH es demasiado activo infectando y

destruyendo linfocitos de diferentes tipos que no se recuperaran y generando una batalla entre
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el virus y el sistema inmune. Esta fase aguda de infeccion, aparece aproximadamente entre
las 2-4 semanas del contacto y puede durar hasta 20 dias con una remision posterior que
conduce a una estado “normal” de salud; generalmente los sintomas en esta fase inicial son:
fiebre, malestar general, cansancio, sudoracion, inflamacién de algunos ganglios, dolores de
cabeza y de las articulaciones, inapetencia, vomito y diarrea; por esta razéon los médicos
pueden confundir los sintomas con procesos como resfriados, gastroenteritis, o
mononucleosis, sobre todo si no interrogan adecuadamente al sujeto, o la persona no informa

de conductas de riesgo para el VIH">?7H(079),

Cifra de Linfocitos T CD4+ Categoria Clinica
>500/mm’ (>29 %) Al BICl
200-499/mm” (14-28 %) A2 B2 C2
<199/mm’ (<14 %) A3 B3 C3

Tabla 9. Clasificacion clinica de la infeccion por VIH.

Basada en http://www.todosida.org/etapas-infeccion-vih Modificada por Lyons-Molano Jessica

Luego de alcanzar el estado de salud “normal”, pueden permanecer por meses o afios de esa
manera, o repetir frecuentemente los sintomas generales una y otra vez. En esta fase,
conocida como ventana del virus, no son fiables los niveles de anticuerpos, una persona que
tenga ya el virus atacando su sistema inmune puede presentar resultados negativos para VIH;
en realidad, los niveles de anticuerpos son confiables solo hasta después de la sexta semana;
pero se puede hacer seguimiento con la carga viral, la cual en esta fase aguda, es demasiado
elevada, alcanzando incluso niveles de mas de 1°000000/mm’ de virus, ademas los niveles
de linfocitos CD4 empiezan a disminuir encontrandose por debajo del rango de 1200-

700/mm3 que es el rango normal de estas células' > 77,

Luego de la sexta semana, la respuesta del sistema inmune se potencia, los niveles de CD4+
se recuperan sin alcanzar de nuevo el valor normal, la carga viral tiende a disminuir y logra
estabilizarse con valores diferentes para cada persona, generando un valor conocido como
nadir o valor basal de carga viral (por debajo de 50.000 o 70.000 virus por mm"), el valor
dependera de los tratamientos realizados, la genética del sujeto (presencia o no de

polimorfismos o de receptores del VIH genéticamente alterados) y los cuidados que tenga la
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persona infectada, entre otras y entre mas baja sea esta cifra, mejor serd el prondstico de la

persona(lsz)'(m)’(m)

Con los anticuerpos ya detectables, se sabe que el sistema inmune ha intentado controlar la
infeccion, pero al mismo tiempo indica que el virus ya se establecio en el organismo, mientras
pasan los meses y afios el virus debilita el sistema inmune y hace que las células CD4 sigan
disminuyendo, con la consecuencia de un aumento en la carga viral, con niveles que oscilan
entre personas, se conoce que a los 8 afios después de la infeccion, el virus produce un pico
ascendente de la carga viral, permitiendo co-infecciones por microorganismos oportunistas,
tales como el toxoplasma y el bacilo de Koch entre otros, disminuyendo aiin mas la calidad

de vida del infectado''>*!/?/(7H-(17)

El ciclo de vida de este virus, y las etapas que tiene que pasar para lograr el ataque al sistema
inmune humano (ver Tabla 8), han sido el foco principal de investigadores con respecto al
tratamiento; cada vez existen mas estudios de antiretrovirales que han logrado mejoras en la
calidad de vida de los infectados, puesto que al inhibir alguna de estas etapas, se logra frenar
la replicacion del VIH, pero en realidad, el virus, cuenta con mecanismos que le permiten
evadir la accion de algunos de estos farmacos y contintia siendo un dilema mundial el
tratamiento definitivo''*?!72-(170). por otro lado, los cientificos en las ultimas décadas, han
demostrado, que existe un pequefio porcentaje de personas con un control natural de la

. .y, . 177
infeccion por este virus''’”

, sin embargo los estudios realizados en pacientes con esta
caracteristica de control natural, se han realizado, en su mayor parte, durante la fase aguda y
temprana de la infeccion por VIH, razén suficiente para no poder llegar a conclusiones

definitivas al respecto’'’®,

En bases de datos, varios estudios acerca del progreso de la infeccion por el VIH, han descrito
factores del huésped que revelan alelos protectores KIR (Receptores de células Natural
Killer), ademas de cambios en los marcadores inflamatorios y en la activacion de células T
CD4+ que son asociados con el progreso o no de la viremia''’”; del mismo modo, se ha
demostrado que cambios en las Células NK (Natural Killer), que no alteran la capacidad
inhibitoria de las células T CD8+ (linfocitos T citotdxicos), se asocian al avance de la

viremia(!7-(179.(180)
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Otras variaciones genéticas se han estado estudiando con respecto a las personas con
resistencia a la infeccion por VIH conocidos como seronegativos expuestos; por ejemplo, se
ha encontrado que cuando existen polimorfismos en el gen MTHFR, tales como el 677C>T
y el 12984>T, se inhibe la progresion de la viremia no solo en infecciones causadas por VIH
sino también en las causadas por CMV (Citomegalovirus) e incluso en aquellas causadas por
microorganismos como el Plasmodium falciparum, causal de la Malaria; del mismo modo,
en aquellos que ya se encuentran contagiados por el virus y poseen estos SNP, el progreso de
viremia hacia enfermedad, es mas lento, logrando mantener concentraciones de sus células

de defensa en un nivel mas controlado y adecuado''' "7,

La investigacion mas evaluada respecto a personas con retraso en el desarrollo del SIDA o
resistencia a la infeccidn inicia en 1996, afio en el que se describe un importante co-receptor
que debe estar presente para que el virus pueda ingresar a una célula T y logre infectarla,
hallazgo que permiti6 que se detectaran personas con una variacion en este gen co-receptor,
una delecion en el gen CCRS, polimorfismo identificado con el rs333, conocido como CCRS5-
del32, que cuando esta presente en una sola copia del genoma de la persona expuesta al VIH,
permite un retraso en el desarrollo de la enfermedad -SIDA-, y en un porcentaje aun menor,
quienes cuentan con los dos alelos CCR5-del32, no desarrollan infeccion por VIH!"®-#2),
En la Figura 14, podemos observar la ubicacion normal de receptores y co-receptores para el

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), indispensables para el estudio de resistencia al

VIH.

W loops
Variables
Nicleo

Figura 14. Receptores y Co-receptores del VIH.

Basada en: http.//www.gbhealthwatch.com/Trait-HIV-AIDS-Resistance.php
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Los hallazgos respecto a la resistencia al VIH o a la limitacion de la infeccion para evitar su
avance a SIDA, hacen que nos preguntemos una y otra vez, si ha logrado identificarse en los
diferentes estudios el progreso de la infeccion por VIH, y los cambios que produce en nuestro
sistema inmunitario cuando lleva o no a una viremia, ;qué pasaria, si se lograra bloquear la
replicacion a partir de estos hallazgos? Aunque seria el tratamiento ideal, esto se lo han
preguntado por afios los cientificos expertos en el tema del VIH, sin embargo no se ha logrado
identificar aquello que permitiria detener de forma definitiva la progresion hacia la
enfermedad SIDA, incluso los intentos para crear una vacuna protectora han fracasado y se

sigue investigando al respecto! - 1#-(1ED(1E3),

4.5 Deteccion de los polimorfismos MTHFR: kits usados en la investigacion

LightMix" Research Use Only Kit MTHFR 1298 A>C TIB MOLBIOL, permite la deteccion
en ADN gendémico humano, del polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), rs1801131,
A1298C del Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), cuya nomenclatura en HGVS
(Human Genome Variation Society) es ¢.1286A>C (posicion en el ADN codificante), y
p.Q429A (posicion en la proteina). Este kit fue disefiado por Roche®, debido al interés
cientifico que existe acerca de las mutaciones MTHFR, las cuales contribuyen a incrementar
los niveles de homocisteina en el plasma, representando un factor de riesgo para algunas
enfermedades humanas y para pérdidas de embarazo recurrentes que no tienen explicacion
en otras causas. El polimorfismo 1298 A>C del gen MTHFR, codifica una variante enzimatica
de actividad disminuida, y se conoce que la constitucion heterocigota con la combinacion de
alelos A1298C y C677T son consideradas como factores de riesgo, y es aconsejable que
aquellas muestras con homocigoto 1298C/C o heterocigoto A/C sean analizadas también para
el polimorfismo C677T del gen MTHFR, sin embargo en la fase 1, en un estudio previo, las
mismas muestras fueron a analizadas para el polimorfismo 677C>T, por lo que muestras bajo

condiciones sugeridas son revisadas y analizadas en conjunto para ambos polimorfismos.

Siguiendo con las caracteristicas de este kit, se trata de un test de investigacion in vitro,
especifico para ese polimorfismo que requiere muestras de 2ul. de ADN gendmico purificado
en solucion acuosa, extraido de muestras que contengan 5-100ng/uL. de ADN gendmico

(10ng-200ng de cantidad total). Contiene reactivos para 64 reacciones realizadas en un
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volumen de 10pL y cada corrida debe incluir un control negativo y una muestra standard.

Los reactivos deberdn almacenarse segtin las indicaciones del manufacturador.

Respecto a como funciona el kit, este utiliza metodologia PCR-RT; amplifica fragmentos de
269pb del gen MTHFR con primers especificos, el fragmento es detectado con una sonda
mutacién especifica internamente marcada con SimpleProbe” reactivo 519. Esta sonda solo
es fluorescente cuando se une al ADN complementario. La sonda se une a la parte del
fragmento amplificado que abarca el sitio de mutacion, cualquier desajuste de la sonda
desestabiliza el hibrido. La clave para analizar los resultados es la curva de la temperatura
melting la cual es lentamente aumentada, la sonda se disuelve a temperaturas melting, la
sonda coincide con la secuencia del genotipo wild type y cuando se da la presencia de una
variante- mutacion, resulta un pico con una reducida temperatura melting. Los resultados se
leen basandose en las temperaturas melting comparandolas con el estandar suministrado y se
usa un software especial para este analisis. La sensibilidad y especificidad del kit han sido
corroboradas por el manufacturador en estudios realizado en Berlin con concordancia del

100% en los métodos analiticos.

La visualizacion de productos amplificados se realiza directamente en equipo de PCR en

tiempo real.
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S Materiales y métodos

5.1 Diseno del estudio
Se trata de un estudio de tipo analitico explicativo.

La base del disefio es la presencia de los polimorfismos MTHFR 677C>T'y 1298 A>C, con
factores fijos de disefio teniendo en cuenta las frecuencias alélicas y genotipicas de este
polimorfismo en concordancia con la poblacion dividida en grupos de adultos sanos e

infectados por el virus de VIH.

Como variable de la respuesta, se considera la presentacion de cada alelo y genotipo en las

poblaciones.

Como unidad de muestreo se tomaron 380 individuos adultos voluntarios colombianos;
teniendo en cuenta criterios de inclusion y exclusion para cada poblacion; de estas muestras
aquellas en las que no se pudiera corroborar el resultado por duplicado fueron eliminadas del
estudio, teniendo en total 365 muestras de adultos sin infeccion por VIH y 201 muestras de
pacientes infectados por VIH en manejo pertenecientes al grupo B24 del Hospital

Universitario Mayor Mederi de Bogota.

5.2 Muestra

5.2.1 Tamaiio de la muestra

Debido a la ausencia de estudios de este polimorfismo en poblaciéon colombiana, a los datos
escasos en la literatura acerca de la prevalencia, e incidencia de la presencia de los alelos
MTHFR 677C>Ty 1298 A>C,y a que se habia analizado en la misma poblacion, durante un
experimento anterior el polimorfismo MTHFR 677C>T en la fase I de este estudio en donde
se estudio el efecto de la fortificacion de las harinas en poblacion colombiana, se considero
que el tamafio muestral que se usard serd el mismo con el fin de poder correlacionar los

resultados con los del polimorfismo MTHFR 1298 A>C.
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5.2.2 Poblacion del estudio

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad del Rosario; los individuos
voluntarios involucrados en el estudio firmaron el consentimiento (realizados en fase uno del
experimento autorizando uso de la muestra para experimentos relacionados posteriores). S6lo
se incluyeron en este estudio los individuos que habian aceptado que su muestra fuera usada

en fases posteriores del trabajo u otros estudios.

Las muestras de los sujetos sanos fueron tomadas de voluntarios pertenecientes al personal
académico del Colegio HH Corazonistas en Bogota, junto con algunos voluntarios externos; la
poblacion de adultos infectados, corresponde a voluntarios con VIH controlados y en manejo

optimo, pertenecientes al grupo B24 del Hospital Universitario Mayor Méderi en Bogota.

Respecto a los sujetos sin infeccion por VIH, durante la fase I, se recolectaron 743 muestras
en total de individuos no relacionados entre nifios y adultos, para esta fase de investigacion
solo se usaron muestras de adultos en total 365 de los 380 adultos de la fase I; los

pertenecientes al grupo de infectados por VIH para este proyecto fueron en total 201 adultos.

Las muestras fueron tomadas de células de epitelio bucal utilizando escobillones
(Whatman®wb10003) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante y para lo cual se

explicaron riesgos minimos y firmaron los consentimientos respectivos.
5.2.3 Criterios de inclusion

Adultos: Ser mayor de 18 afios para el momento de la toma de muestra; ser colombiano de
nacimiento, tener padres colombianos; pertenecer a estrato socioecondémico 3* o superior,

leer, aceptar y firmar el consentimiento informado.

*El hecho de pertenecer a este estrato, se debe a que el folato en su gran mayoria es obtenido
de la dieta o de suplementos nutricionales, asi que con tener una poblacidon en estrato 3

garantizamos una poblacion con consumo de folato equilibrado y similar .*
5.2.4 Criterios de Exclusion

Adultos: Padecer enfermedad de origen genético o embrionario conocidas, que se sospeche
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que sean consecuencia de algun defecto de la via del folato, tales como: defectos del tubo

neural, homocistinuria, homocistinemia, o no cumplir criterios de inclusion.

5.3 Obtencion y Recoleccion de Muestras

5.3.1 Extraccion de ADN

Se realizo el protocolo de extraccion de ADN para muestras tomadas con escobillon, usando
el Kit DNAIQ™System (Promega®) de acuerdo a recomendaciones del fabricante. Se
cuantifico el ADN por prueba espectrofotométrica utilizando NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific™) y solo se incluyeron muestras que tuvieran una

concentracion de ADN superior a 10pmol/pL.
5.3.2 Cuantificacion de ADN

El analisis de cuantificacion se realizo para medir la concentracion de ADN de las muestras
cumpliendo los principios de la espectrofotometria, los cuales se basan en la Ley de Beer
Lambert, la cual refiere que la cantidad de luz absorbida dependera de la concentracion de la

muestra.
5.3.3 Amplificacion por PCR en Tiempo Real (QPCR-RT)

Teniendo en cuenta el alto riesgo de contaminacioén que se tiene con la realizacion de PCR
en tiempo real, nuestro equipo de trabajo tom¢ las precauciones usando proteccion adecuada
(bata blanca y bata estéril desechable, guantes estériles, monogafas, gorro, tapabocas N95,
puntas de pipetas siempre estériles y con filtro, ademas de incluir muestra de la persona que
realiza la PCR para evitar falsos positivos por contaminacion de ADN o transferencia de este

a la muestra examinada).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite generar cantidades ilimitadas de una
secuencia de interés. Técnicas cuantitativas, como la PCR en tiempo real, ubican un umbral
arbitrario que existe en el inicio de la PCR. Este método se utiliza con mayor frecuencia para
cuantificar pequefias cantidades de ADN especificos en una muestra en relacion con ADN
control existente en otra muestra y debe ser comparable la eficiencia de la amplificacion de

ambas muestras (la muestra y el control). De esta manera la PCR en tiempo real tiene una
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probabilidad alta de identificacion del ADN de interés y permite cuantificar el ADN en la
muestra original. Puede realizarse con base en técnicas de fluorocromos no especificos, o con

7 : r 45
base en técnicas de sondas especificas .

Los protocolos basados en fluorocromos permiten que el ADN que se multiplica se una a
fluorocromos (como SYBR green) produciendo fluorescencia que es medida por el equipo
(termociclador para tiempo real) y permite cuantificar una sola secuencia por reaccion. Su
principal ventaja es usar primers universales para su realizacion y por esto es mas economica
que la basada en sondas especificas. Sin embargo, la basada en sondas especificas, utiliza
una sonda unida a dos fluorocromos que hibridan en la zona intermedia entre el primer
forward y el primer reverse en donde se realiza una transferencia energética de fluorescencia

(45

por resonancia®”, y es por estas reacciones que esta técnica se considera mucho mas

especifica que la de fluorocromos.

En nuestro estudio, se realizéo PCR en tiempo real basado en sondas especificas de todas las
muestras, usando los kit especificos LightMix® Research Use Only Kit MTHFR 1298 A>C
TIB MOLBIOL y LightMiX® Research Use Only Kit MTHFR 677 C>T TIB MOLBIOL de

acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
5.3.4 Genotipificacion

Las muestras, fueron tomadas con duplicados, asi mismo, la genotipificacion se verifico por
duplicado, muestras con dudas en el genotipo fueron eliminadas. Todas las muestras se
verificaron con el mismo método de genotipificacion en el duplicado, aquellas con

discordancia fueron eliminadas del estudio.
5.4 Analisis Genético — poblacional

Partiendo de la genotipificacion de las muestras, se elabord una matriz para el total de las
muestras, teniendo en cuenta si cada uno de los adultos pertenecia al grupo de adultos sanos

o de infectados por VIH.

Los datos obtenidos en cada grupo, fueron analizados con diferentes estadisticos de genética

de poblaciones usando Genepop version 4.7.0, a partir de las frecuencias génicas y
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genotipicas se realizo el calculo de Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW de manera global.
En toda la poblacion — y luego en cada uno de los grupos poblacionales de manera
independiente, tomando como hipdtesis alternativas: primera (H1): la poblacion no se
encuentra en EHW debido a déficit de heterocigotos y segunda (H2): la poblaciéon no se
encuentra en EHW debido a un exceso de heterocigotos, que se compararon con la hipdtesis

nula (HO), que indica uniéon de gametos al azar.

Se analiz6 la significancia estadistica obteniendo valores de p y se estim¢ la heterogeneidad
genética entre la muestra como un todo y para los grupos de sanos e infectados, ademas de
realizar pruebas de diferenciacion poblacional asumiendo falta de EHW entre las muestras,

analizando datos de errores tipo alfa.

Dentro de la evaluacion genético-poblacional, se busco calcular el grado de diferencias
genéticas en relacion con las frecuencias de heterocigotos, dentro de la poblacion total y los

grupos descritos.

Determinamos la estructura de las poblaciones, midiendo exceso o deficiencia de
heterocigotos en cada subpoblacion y en la poblacion como un todo, medimos coeficientes
de exogamia o endogamia que puedan generar sesgos en las frecuencias alélicas de las

poblaciones y el efecto de seleccion a favor del heterocigoto (sobredominancia).

Finalmente, se compararon los datos obtenidos en este trabajo con las frecuencias alélicas
reportadas para otras poblaciones, y se analizo el posible ligamiento del polimorfismo 1298

A>C con el polimorfismo 677C>T evaluado en los mismos individuos en estudios previos.
5.4.1 Descripcion de los métodos /programas utilizados en el analisis de datos.

* Genepop version 4.7.0: Este programa genético-poblacional, disponible on line para
su descarga, no es mas que un paquete de software de genética de poblaciones con
opciones para analizar el equilibrio de Hardy Weinberg, desequilibrio de ligamiento,
hallar la diferenciacion de la poblacion, y las correlaciones que pueden tener las
poblaciones a estudio analizando frecuencias alélicas y genotipicas, para ser usado de
manera ideal los datos deben ser registrados de manera codificada y ordenada en

tablas de datos creadas por los interesados en los analisis, nuestro estudio creo las
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tablas codificadas de acuerdo a los hallazgos experimentales para poder correr el
software y encontrar los resultados obtenidos. La version usada comparada con
versiones anteriores, excluye datos emparejados lo que permitié una confiabilidad

mayor en los resultados' *'*"),

e Chi cuadrado (X°): Este estadistico, es una prueba para corroborar o rechazar
hipotesis planteadas y debe tenerse en cuenta en todo experimento genético; permite
determinar si los datos de nuestro estudio estdn de acuerdo con las proporciones
Mendelianas expuestas; entre otras cosas, esta prueba permite diferenciar entre la
frecuencia del genotipo esperado y el observado dando la verdadera significancia

estadistica. Para realizar esta prueba se debe tener en cuenta su formula :
X?=Y (valor observado-valor esperado) */valor esperado

Para analizar el resultado obtenido a partir de la formula de X*, nos debemos basar en
la tabla de probabilidades del chi-cuadrado que tiene en cuenta ademas los grados de
libertad (gl) que hacen referencia al numero total de clases (casos), o en nuestro caso
al nimero de grupos poblacionales a analizar, y se le resta el nimero de pardmetros

independientes calculados a partir de los datos, generalmente 1.
gl=n-1

Y por ultimo se debe conocer que por convencion estadistica se utiliza el valor de
0.05 de probabilidad como el valor limite o critico. Si el valor de Chi-cuadrado
calculado para un experimento es mayor que el correspondiente al de la probabilidad

del 5% se rechaza la hipotesis'' ™.

* Valor de p: este valor hallado mediante los andlisis estadisticos chi-cuadrado, permite
determinar si en realidad el resultado obtenido rechaza o no una hipdtesis nula, y es

estadisticamente significativo cuando el valor es menor a 0,05 (P<0,005).

* Equilibrio de Hardy-Weinberg: Se trata de un modelo teérico usado en genética de
poblaciones descrito a principios del siglo XX por el matematico Hardy y el fisico

Weinberg; su principio radica en que mientras no exista seleccion natural, no se
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produzcan mutaciones o no actie ningtn otro factor, la composicion genética de una
poblaciéon permanecera en equilibrio. Ademads, afirma que luego de parear una
generacion al azar las frecuencias genotipicas adquieren un valor de equilibrio en el
cual se fijaran, su férmula es un principio basico de la genética de poblaciones,
interpretando su formula podemos predecir la frecuencia de los homocigotos

dominantes, los homocigotos recesivos y los heterocigotos.
P 2pgrq’ = (prg)’ =1

Prueba U score: Permite analizar la fraccion de recombinacion entre dos loci con dos
alelos co-dominantes en cada uno de ellos, en realidad compara las situaciones que
puedan presentarse asumiendo los diferentes entrecruzamientos que puedan darse; en
otras palabras, esta prueba, no es mas que una prueba de ligamiento entre poblaciones,
similar a lod score, sin embargo y aunque se conoce mas del /od score, las formulas
para hallarlo son dispendiosas, y los software genético-poblacionales tienen la manera
de simplificarlo al analizar el U score dando un resultado para que solo sea

interpretado por el interesado''*”*?,

Método de cadenas de Markov: Este método estadistico, cuenta con aplicaciones en
multiples areas; enfocandonos en genética, su uso para analisis genético-poblacional,
describe el cambio de frecuencias génicas en poblaciones sometidas a fuerzas
evolutivas que junto con seleccion natural permiten el cambio de frecuencias alélicas
a través del tiempo de manera estocastica; de manera mas sencilla, podemos decir que
las poblaciones que han tenido procesos de deriva genética, pueden ser analizadas
mediante este método, describiendo el cambio que se presente en las frecuencias
génicas de dicha poblacion. Con este estadistico se puede calcular el valor de p,

. . . . 189
analizar las permutaciones que se presenten y estimar errores tipo alfa''™.

FSTAT: Este paquete estadistico que se encuentra dentro de los diferentes programas
para analisis genético poblacional, en resumen permite la estimacion de
heterogeneidad genética, asociado con los analisis de diversidad, Fisy Fir, permite
calcular diferencias en frecuencias de heterocigotos dentro de una poblacion y entre

poblaciones ",
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Fis, Fsry Fyr: Para determinar el flujo génico, diferenciacion, y la estructura genética
de las poblaciones, estos estadisticos conocidos como estadisticos F, descritos por
Sewall Wright, son los indicados; estos permiten medir el exceso o deficiencia de

heterocigotos en cada subpoblacion y en la poblacion como un todo.

fde Wright: Coeficiente de endogamia. En realidad evalua la diferenciacion genética
entre poblaciones. Cuando existe un efecto mayor de la deriva génica en una
poblacion habra una diferenciacion genética mayor entre las poblaciones analizadas
y esto se refleja en un valor de Fsrmayor. Se conoce que cuando no hay diferencias
genéticas entre las poblaciones, el valor de Fsrsera de cero (Fsy=0), y cuando los loci
estudiados hacen que exista un aislamiento genético entre las poblaciones analizadas

el valor de Fst serd igual a uno (Fsr=1) """

Analisis de diversidad de Nei: Calcula grado de diferencias genéticas en relacion a
las frecuencias de heterocigotos, dentro de la poblacion total y las subpoblaciones.
Este estadistico, analiza la distancia estandar proporcional al tiempo en el que dos
poblaciones han evolucionado de manera independiente y se comparan; en este
analisis se tienen en cuenta los cambios que las mutaciones la deriva génica hallan
causado en las frecuencias alélicas. Para su adecuada interpretacion a aparte de
conocer muy bien sus formulas complejas se debe obtener una matriz de similitud
entra los individuos que permita deducir relaciones. En los programas como Genepop
o Arlequin, este analisis genera datos simples para ser interpretados y analizados de
acuerdo al estudio que se esté realizando, simplemente creando una base de datos

codificada.

Efecto Wahlund: Descrito desde 1928 por un genetista sueco, Sten Wahlund, el
efecto hace referencia a la reduccion en la heterocigosidad de las poblaciones
comparadas, reduccion que puede ser causada por la estructura de subpoblaciones
debido a flujo genético o deriva génica, y que se produce aln si las poblaciones se
encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg. En resumen este estadistico permite el

analisis de subpoblaciones agrupadas y evalua las diferencias alélicas en submuestras.
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* Fitness relativo (w): Estadistico que refleja la probabilidad de reproduccion o la
supervivencia de organismos con ciertas caracteristicas dentro de una poblacion. Es
un método excelente para evaluar cuando existe seleccion a favor de heterocigotos,
en otras palabras ayuda a determinar si existe sobredominancia. En algunos textos de
genética de poblaciones, este fitness, se define como el éxito reproductivo relativo de

un sujeto con determinada caracteristica dentro de una poblacion.

* Errores tipo alfa y beta: También conocidos como errores tipo 1 y I, se deben tener
en cuenta en todo tipo de investigacion. El tipo alfa hace referencia a los falsos
positivos, es decir, cuando no se acepta una hipdtesis nula aun siendo esta verdadera.
El tipo beta, se trata de los falsos negativos, en otras palabras cuando no se rechaza

una hipdtesis nula siendo falsa.
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6 Resultados

El total de individuos participantes en el estudio, junto con los porcentajes de frecuencias
genotipicas de cada uno de los polimorfismos del gen MTHFR analizados en ambos grupos
poblacionales de adultos colombianos voluntarios, con y sin infeccion por el virus de la

inmunodeficiencia humana, se encuentran representados en las Tabla 10 y Tabla 11.

En la Tabla 10, con respecto a adultos colombianos, voluntarios sanos, encontramos en la
frecuencia genotipica un predominio de homocigotos A4 para el SNP /12984>C del gen
MTHFR, mientras que para el polimorfismo 677C>T MTHFR, la frecuencia genotipica de

heterocigotos C7 es la que predomina.

SNP 1298A>C 677C>T
; Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto | Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto
Genotipo
AA AC CC CcC CT TT
Sanos 126 47 8 147 162 56
% 0.70 0.26 0.04 0.40 0.45 0.15

Tabla 10.Polimorfismos 1298A>C y 677C>T del gen MTHFR.
Total de muestras analizadas, genotipos homocigotos y heterocigotos en una poblacion

colombiana sin infeccion por el VIH.

Si bien, las frecuencias genotipicas para los voluntarios, colombianos adultos infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (ver Tabla 11), presentan un comportamiento
similar a las frecuencias de los adultos no infectados, encontrando predominio de
homocigotos A4 para el polimorfismo /2984>C'y de heterocigotos CT para el SNP 677C>T,
en lo que respecta a las frecuencias de homocigotos en el polimorfismo 677C>T las dos
poblaciones muestran una diferencia importante, siendo mas frecuentes los homocigotos CC

en adultos sanos, mientras que en aquellos con VIH predomina 77.

En la Tabla 12, se comparan los dos grupos poblacionales de adultos colombianos, con y sin
infeccion por el VIH haciendo visualmente mas facil corroborar lo dicho anteriormente y

rectificando el comportamiento similar a nivel general, pero haciendo evidente las diferencias
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en el comportamiento homocigoto del SNP 677C>T tal como se habia descrito en el parrafo

anterior.
SNP 1298A>C 677C>T
Genotipo Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto | Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto
AA AC CC CC CT TT
VIH 145 50 6 41 103 57
% 0.72 0.25 0.03 0.20 0.52 0.28

Tabla 11. Polimorfismos 1298A>C y 677C>T del gen MTHFR.

Total de muestras analizadas, genotipos homocigotos y heterocigotos en una poblacion

colombiana de adultos con infeccion por VIH.

SNP 1298A>C 677C>T
Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto | Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto
Genotipo AA AC CC CC CT TT
VIH% 0.72 0.25 0.03 0.20 0.52 0.28
Sanos% 0.70 0.26 0.04 0.40 0.45 0.15

Tabla 12. Polimorfismos 1298A>C y 677C>T del gen MTHFR.

Comparacion de los porcentajes de genotipos homocigotos y heterocigotos en una

poblacion de adultos colombianos con y sin infeccion por VIH.

Presentando las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos 677C>Ty 12984>C
del gen MTHFR para cada grupo de nuestras, adultos colombianos sanos — sin infeccion por
VIH- y adultos colombianos infectados por VIH se encuentra la Tabla 13; en esta tabla,
observamos que las frecuencias alélicas entre las dos poblaciones son similares, a excepcion
de las frecuencias alélicas del polimorfismo 677C>T MTFHR, en donde se encuentra una
minima diferencia entre sanos e infectados por VIH, principalmente en la frecuencia del alelo
T, el cual se presenta en un mayor porcentaje en infectados por VIH comparandolo con
personas sanas; del mismo modo, la frecuencia alélica mas alta para el alelo MTHFR 677C

es mucho mas elevada en adultos sanos.
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En la Figura 15, se representa graficamente lo anterior, corroborando las frecuencias alélicas
y genotipicas, de los polimorfismos de gen MTHFR analizados, en las muestras de adultos
colombianos con y sin infeccion por el VIH, en definitiva, la similitud de ambas frecuencias
alélicas y genotipicas en ambos grupos cuando se observa el SNP 1298 del gen MTHFR, deja
claro que no hay diferencia significativa, sin embargo para el SNP 677, las personas adultas
no expuestas ni infectadas por VIH presentan una frecuencia alélica significativamente
mayor del alelo C, mientras que en los infectados por este tipo de retrovirus, predomina el

alelo T con respecto a este polimorfismo 677 del gen MTHFR.

Frecuencias Genotipicas y Alélicas de las poblaciones analizadas

Frecuencias Genotipicas Frecuencias Alélicas
Polimorfismo Polimorfismo | Polimorfismo
Tipo de Polimorfismo
n 1298A>C 677C>T 1298A>C
individuo 677C>T MTHFR
MTHFR MTHFR MTHFR
CC | CT | TT | AA | AC | CC C T A C
Adultos

colombianos no

_ 365|040 |045]0.15]0.70 | 0.26 | 0.04 | 0.63 | 0.37 0.83 0.17

infectados por
VIH

Adultos

colombianos
_ 201 1 0.20]0.52 1028 | 0.72 1 0.25]|0.03 | 046 | 0.54 0.85 |0.15
infectados por

VIH

Tabla 13. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos 677C>T y 1298A>C

del gen MTHFR en adultos colombianos sin infeccion e infectados por VIH.
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Figura 15. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos 677C>T y 1298A>C

en poblaciones colombianas sin y con infeccion por VIH.

En las Figuras 16 y 17, se puede observar el comportamiento de los dos polimorfismos
principales del gen MTHFR en las dos poblaciones adultas colombianas con y sin infeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana, con respecto a la presencia de homocigotos y
heterocigotos en dichas poblaciones, aunque el comportamiento es similar en ambas
poblaciones, 1298 predominan los homocigotos y para el 677 los heterocigotos, y si somos
estrictos el porcentaje de heterocigotos para el polimorfismo 677 es mayor en las personas
infectadas por VIH en comparacion con los adultos sanos, de igual manera el porcentaje de

homocigotos para el 1298C>T del MTHFR es mayor en las personas infectadas.
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Figura 16. Polimorfismo del gen MTHFR 1298A>Cy 677C>T

Comparacion de homocigotos y heterocigotos.

A. Poblacion colombiana adulta sana

B. Poblacion colombiana adulta con infeccion por VIH

A, Polimorfismo 677 C>T MTHFR
vs. infectados por VIH

Homocigoto CC Heterocigoto CT Homocigoto TT

wVIHZ = SANOSZ

Homocigoto Ak

Polimorfismo 1298 A>C MTHFR
Sanos vs. infectados por VIH

Heteroeigoto AC
Homocigoto CC

=VIHZ =SANOSZ

Figura 17. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen MTHFR.

A. Polimorfismos del gen MTHFR 1298A4>C adultos sanos vs. infectados por VIH.
B. Polimorfismos del gen MTHFR 677C>T adultos sanos vs. Infectados por VIH.

A partir de la genotipificacion de las muestras se analizaron los dos polimorfismos

principales del gen MTHFR, 1298A>C y 677C>T, para las dos poblaciones de adultos

colombianos con y sin infeccion por VIH, a continuacion se presentan los resultados.
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6.1 Resultados Genético Poblacionales: Equilibrio de Hardy Weinberg
6.1.1 Resultados de los analisis poblacionales por Locus
Los resultados presentados en la Tabla 14, indican que ambas poblaciones se encuentran en

EHW, con una probabilidad de 0,4436 calculada con una prueba de X (chi-cuadrado) por el
método de Fisher (Método de Fisher - X? =3,7313 Df =4,0000 Probabilidad= 0,443 6).

Locus 677C>T gen MTHFR
Poblacion n | P-val S.E. | W&C | R&H
Adultos Infectados por VIH 201 | 0.4854 ] 0.0065 | -0.0527 | -0.0529
Adultos sanos/sin infeccién por VIH | 365 | 0.3189 | 0.0068 | 0.0549 | 0.0549

Tabla 14. Analisis genético-poblacional, Fis para el 677C>T del gen MTHFR en

poblaciones de adultos colombianos con y sin infeccion por VIH.

Los resultados de este andlisis muestran que no existe una diferencia estadisticamente
significativa si se compara la poblacion de adultos colombianos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana con los adultos sanos sin infeccion por VIH en lo que respecta al

polimorfismo 677C>T del gen MTHFR.

La proporcion de variacion genética entre las dos poblaciones analizadas para este
polimorfismo, es demasiado pequena, el exceso de heterocigotos evidenciado en las
frecuencias genotipicas para ambas poblaciones es muy similar, y aunque con respecto a las
frecuencias alélicas para este SNP, se hall6 una diferencia entre los infectados con el VIH en
quienes predomina el alelo T y los adultos sanos en los que la frecuencia del alelo C es mayor,
la diferencia entre estas frecuencias alélicas no alcanza a ser significativa, por lo cual, al
correr el programa GENEPOP, no se encuentra una diferencia entre las dos poblaciones con

respecto a este polimorfismo 677 C>T del gen MTHFR.

Los resultados presentados en la Tabla 15, no se encuentran en EHW, siendo la probabilidad
de 0,0215 calculada con una prueba de prueba de X (chi-cuadrado) por el método de Fisher

(Método de Fisher = X° = 11,5025 Df =4,0000 Probabilidad= 0,0215).
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Locus 1298A>C gen MTHFR

Poblacion n P-val S.E. W&C | R&H

Adultos Infectados por VIH 201§ 0.7829 | 0.0019 | 0.0230 | 0.0230

Adultos sanos/sin infeccion por VIH | 365 | 0.0041 | 0.0007 | 0.1519 | 0.1522

Tabla 15. Analisis genético-poblacional, Fis para el 1298A>C del gen MTHFR en

poblaciones de adultos colombianos con y sin infeccion por VIH.

A diferencia de lo encontrado para el polimorfismo 677C>T, en este polimorfismo 1298A>C
del gen MTHFR, se encuentra una diferencia estadisticamente significativa en la proporcion
de variacion genética. Esto se debe a los valores de la poblacion de adultos sanos que son
estadisticamente significativos a pesar de que en los resultados observados de las frecuencias
genotipicas y alélicas anteriormente graficados y descritos, para este polimorfismo
1298A>C, las frecuencias genotipicas en la poblacion sana, al igual que para la poblacion
infectada por el VIH, tienen un predominio del genotipo homocigoto AA, seguido del
genotipo heterocigoto AC, con resultados muy similares entre ambas poblaciones. Con
respecto a las frecuencias alélicas, para ambas poblaciones el alelo predominante del SNP
analizado 1298A>C del gen MTHFR, es el alelo A, con resultados que podria decirse que

son casi idénticos entre los infectados por el VIH y los que no lo estan.
6.1.2 Resultados de los analisis por poblacion

La busqueda de diferencias entre los dos polimorfismos en cada una de las poblaciones

muestreadas se muestran a continuacion en las Tabla 16 y Tabla 17.

Poblacion Adultos Infectados por VIH = 201 muestras

Locus P-val S.E. W&C R&H

677C>T 0.4854 | 0.0065 | -0.0527 | -0.0529

1298A>C | 0.7829 | 0.0019 0.0230 0.0230

Tabla 16. Analisis genético-poblacional, Fis para adultos infectados por VIH.

Los resultados presentados en la Tabla 16 estan en EHW, siendo la probabilidad de 0,7477
calculada con una prueba de prueba de X° (chi-cuadrado) por el método de Fisher (Método

de Fisher = X° = 1,9350 Df =4,0000 Probabilidad= 0,7477).
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Por medio de los estadisticos Fis y Fir, con los cuales se determina el exceso o déficit de
heterocigotos en una poblacion total (Fis) y en cada grupo poblacional (Fir), y el estadistico
Fsr que se asocia con la diferenciacion genética entre las poblaciones, se realizaron los

analisis de cada poblacion.

Teniendo en cuenta la formula F;s = Hs -Ho /Hs, se establece la correlacion existente entre
dos gametos que se toman al azar desde una subpoblacion, de esta manera Fis tendré valores
que oscilan entre -1 y +1, indicando que no hay endogamia si se trata de valores negativos -
1, que a su vez se traduce en un exceso de heterocigotos en la poblacion analizada, pero si
este tiene valores positivos +1, indica déficit de heterocigotos y se correlaciona con
endogamia en la poblacion, los resultados siempre se deben probar por medio de la prueba

de X°.

En este caso, los infectados por virus de la inmunodeficiencia humana, analizados en este
estudio, evidencian un exceso de heterocigotos cuando se trata del polimorfismo 677C>T, y
un déficit de los mismos en el SNP 1298 A>C, en el cual se encuentra predominio de genotipo

homocigoto AA en esta poblacion.

En lo que respecta a las frecuencias alélicas, en la poblacion infectada por VIH, el porcentaje
del alelo T es mayor para el polimorfismo 677C>T del gen MTHFR, y es mayor la frecuencia
alélica A para el polimorfismo 1298A>C.

Aunque los resultados para esta poblacion muestran diferencia entre los dos polimorfismos
analizados al ver el predominio de heterocigotos para el 677 y predominio de homocigotos
para el 1298, la importancia estadistica se encuentra en la relacion de estos hallazgos con
respecto a la otra poblacion analizada, y como pudimos ver en graficas anteriores, y veremos
en el siguiente analisis, no hay una diferencia significativa al comparar poblacion infectada

por el virus con poblacion sana.

Los resultados de la Tabla 17, no se encuentran en EHW, siendo la probabilidad de 0,0099
calculada con una prueba de prueba de X° (chi-cuadrado) por el método de Fisher (Método
de Fisher > X° = 13,2988 Df =4,0000 Probabilidad= 0,0099). Esta probabilidad, refleja la

desviacion estadistica para la poblacion para el locus 1298A>C
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Poblacion Adultos sanos sin infeccion por VIH; 365 muestras

Locus P-val S.E. W&C R&H
677C>T 0.3189 0.0068 0.0549 0.0549
1298A>C 0.0041 0.0007 0.1519 0.1522

Tabla 17. Analisis genético poblacional, FIS para adultos no infectados por VIH.

De la misma manera que para la poblacion infectada por el virus de la inmunodeficiencia
humana, se aplicaron los andlisis por separado para la poblacion sin infeccion por este virus,
poblacion adulta sana, muestras tomadas de personal académico de voluntarios
pertenecientes a colegios de Bogota. En este caso, con relacion a la frecuencia genotipica
para la poblacion sana, en lo que respecta al polimorfismo 677C>T predominan los
heterocigotos de manera similar que en los adultos infectados por el VIH; y respecto a la
frecuencia alélica del SNP 677 del gen MTHFR en esta poblacion sana, es mayor para el alelo
C, a diferencia de los infectados en donde predomina la frecuencia del alelo T, que como
nombramos anteriormente es una diferencia minima que al hacer los andlisis no posee una
significancia estadistica. Para el polimorfismo 1298 del gen MTHFR, el predominio de la
frecuencia genotipica es evidentemente para los homocigotos AA, al igual que en la
poblacion con infeccion por VIH, y las frecuencias alélicas son similares en esta poblacion
con respecto a la poblacion infectada siendo mayor para el alelo A, de esta manera y aunque
para el polimorfismo 677 se identifica exceso de heterocigotos y en el SNP 1298 es mayor la
presencia de homocigotos y como se habia nombrado anteriormente la diferencia
significativa en lo que respecta al polimorfismo 1298A>C en la poblacion sana también se
hace evidente por medio de los estadisticos, aunque en las graficas de porcentajes al comparar

las dos poblaciones no se encuentre diferencia estadisticamente significativa.
6.1.3 Resultados de analisis uniendo todos los locus, todas las poblaciones.

El analisis global de las poblaciones para ambos polimorfismos, nos muestran que
globalmente las poblaciones se encuentran en EHW, siendo la probabilidad de 0,0548
calculada con una prueba de X2 con el método de Fisher (Método de Fisher 2> X° = 15,2339
Df =4,0000 Probabilidad= 0,0548). Esta probabilidad refleja el comportamiento general de
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las dos poblaciones para ambos polimorfismos descartando un proceso de subdivision

poblacional.

En general, al analizar los resultados del analisis de los dos polimorfismos principales del
gen MTHFR, 677 C>T y 1298 A>C, en dos poblaciones de adultos colombianos voluntarios
divididos en dos subgrupos uno de ellos infectado por el virus de la inmunodeficiencia
humana y el otro sin dicha infeccién, podemos afirmar que se presenta un exceso de
heterocigotos en ambas poblaciones con respecto al polimorfismo 677C>T, indicando que
no existen procesos de endogamia en estas poblaciones, y para el 1298A>C se encuentra un
predominio de homocigotos, sin embargo al determinar deriva genética y flujo genético,
ademas de la proporcion de variacidon genética entre las dos poblaciones analizadas, con Fsr
de cero se establece que no existe diferenciacion entre las poblaciones estudiadas que
presentan en realidad frecuencias alélicas casi idénticas, el coeficiente de endogamia que
normalmente puede ser anulado por procesos de seleccidon natural, en estos casos analizados
se ve afectado para ambas poblaciones, lo que hace pensar que en estos polimorfismos, puede
existir procesos de seleccion natural que haga persistir el polimorfismo en la poblacion
colombiana en general, a pesar de su asociacién con susceptibilidad a enfermedades y/o

proteccion de enfermedades virales.

6.2 Busqueda de Equilibrio de ligamiento entre los dos polimorfismos del gen

MTHEFR analizados en poblacion colombiana con y sin infeccion del VIH

En las Tabla 18 y Tabla 79, se encuentra la posible asociacion de los dos loci en los gametos,

lo que se encuentra dentro de las celdas de color azul claro muestra las frecuencias gaméticas
esperadas partiendo de la hip6tesis de que los dos loci se encuentren en equilibrio, en la Tabla
18 se toma la poblacion analizada sin infeccion por VIH y en la Tabla 19 se encuentra la

poblacién colombiana de adultos infectados por VIH

Las tablas anteriores muestran los apareamientos que podrian presentarse, asi que p+q=1, de
este modo para 1298 de acuerdo a los genotipos AjA;, AjAz y AxA, se esperan proporciones
p® (AA) 2pq (AC) ¢* (CC) llevandose esto a cabo sélo si se cumple con el principio de
aleatoriedad que establece el equilibrito de Hardy Weinberg, asi mismo las proporciones para

el 677 B|By, BiB, y B,B; serian r* (CC) 2rs (CT) s* (TT).
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Alelos 1298
Adultos colombianos sanos sin infeccion por VIH
A=A | A=C
Frecuencias 083 | ¢0,17
B,=C r 0,63 AC (pr) | CC(qr)
Alelos 677
B,=T s 0,37 AT(ps) | CT(qgs)

Tabla 18. Asociacion de los alelos de los polimorfismos 677C>T y 1298 A>T del gen

MTHFR en una poblacion de adultos colombianos sin infeccion por VIH

Alelos 1298

Adultos colombianos infectados por VIH
A=A | A=C

Frecuencias p 0,85 | ¢0,15
B,=C r 0,46 AC (pr) | CC(qr)
B,=T s 0,54 AT(ps) | CT(qs)
Tabla 19. Asociacion de los alelos de los polimorfismos 677C>T y 1298 A>T del gen

Alelo 677

MTHFR en una poblacion de adultos colombianos con infeccion por VIH

Por otra parte, partiendo de la aleatoriedad, es posible que se encuentre una asociacion de los
alelos de cada locus por separado pero también podria presentarse que los alelos 1298 no

muestren asociacion aleatoria con los alelos 677.

Si hay asociacion entre los dos loci las cuatro frecuencias posibles de gametos de la poblacion

colombiana de adultos sin infeccion seran:
AB12>AC=pr 2(0,83x0,63) = 0,523
AB,>AT=ps 2(0,83x0,37) = 0,307
A;B1> CC=qr = (0,17x0,63)= 0,107
A;B,> CT=gs = (0,17x0,37)= 0,063

0,523 + 0,307 + 0,107+ 0,063= 1
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Si hay asociacion entre los dos loci las cuatro frecuencias posibles de gametos de la poblacion

colombiana de adultos con infeccidn seran:
AB2>AC=pr = (0,85x0,46) = 0,391
A B> AT=ps = (0,85x0,54) = 0,459
A;B1> CC=qr = (0,15x0,46)= 0,069
AyB,> CT=gs =2 (0,15x0,54)= 0,081
0,391 + 0,459 + 0,069+ 0,081= 1

En los datos anteriores es claro que si estos dos genes muestran tienen una asociacion al azar
de sus alelos en los gametos se encontraran en equilibrio de ligamiento; pero si no hay

asociacion aleatoria se puede decir que estan en desequilibrio de ligamiento.

Para determinar el estado de equilibrio o desequilibrio de los dos polimorfismos del gen
MTHEFR analizados en nuestra investigacion dentro de la poblacién colombiana adulta vamos

a centrarnos en la poblacion no infectada por el VIH.

Si suponemos que hay dos poblaciones una con genotipos unicos (A;A;B;B;) AACC y otra
con genotipos (A2A;B,B,) CCTT teniendo en cuenta las frecuencias halladas en nuestra

investigacion tendriamos los siguientes datos:
* Poblacion AACC
A= Alelo A=0,83->p
Bi=Alelo C=0,63 2>¢
¢ Poblacion CCTT
Ar= Alelo C=0,17 >r

B,= Alelo T=0,37 =25
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Si se produce apareamiento al azar entre estas poblaciones mezcladas y si se cumplen los
supuestos que se deben tener en cuenta al hablar de una poblacion ideal, es decir, que tenga
un tamafio poblacional grande y que no existan mutaciones ni seleccion; el equilibrio entre
los loci de estas dos poblaciones sera alcanzado en algin momento, pero esto sucederd de

manera gradual.

Posterior a que se presente la primera generacion de apareamiento aleatorio, las proporciones
que se deben encontrar con estos datos son p*=0,689 (AA), 2pg= 1,046(AC) y q°=0,397(CC)
y 1’=0,029 (CC), 2rs= 0,126 (CT) y s>=0,137 (TT). Estos datos nos muestran un desequilibrio
inicial que solo se alcanzard hasta que los apareamientos permitan que se mezclen de tal
forma que llegaran a presentarse no como estos supuestos de poblaciones sino como en
realidad tenemos las poblaciones de nuestro estudio A;A;A2A; (AACC)y B1B BB, (CCTT)
cuyo equilibrio esta presente con estas frecuencias: AjA1AA, 2 A =p=0,83 A, =¢=0,17
B:BiB:B; 2 B, =r=0,63 B, =5=0,37.

Observando detalladamente los resultados, si tenemos en cuenta la generacidon inicial
producto de la aleatoriedad de los genotipos AACC y CCTT con sus correspondientes
frecuencias los sujetos AACC dardn gametos AC y los de la poblacion CCTT tendran
gametos CT.

La situacion cambia si consideramos ambos loci simultaneamente; como cada uno tiene dos
alelos, existen nueve genotipos posibles; pero en la generacion inicial (Go) solo los genotipos
A1A BBy > AACC y AyA;B,;B, 2> CCTT estaran presentes en la poblacion; si teniendo en
cuenta las frecuencias halladas en nuestra poblacion adulta colombiana sin infeccion por
VIH, suponemos que AACC tiene una frecuencia de 0,83 y el otro CCTT de 0,17 // (A1= A
=p=0,83yB=C=r=0,83//A,=C=¢g=0,17yB,=T=s5=0,17) // y que en esta generacion
inicial -Go-, solo estos dos estan presentes mientras que los otras combinaciones posibles

estan ausentes, entonces tendriamos en la Go los datos que se encuentran en la Tabla 20.

Tipo de gameto AC AT CC CT

Frecuencias en G, 0.83 0.00 0.00 0.17

Tabla 20. Frecuencias de los gametos en la primera generacion.
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De esta manera tendriamos una asociacion entre lo que se determina por los dos loci y con
un analisis rapido pareciera que todo estuviera determinado por una sola diferencia génica.
Con esto se puede pensar que el desequilibrio se origina por la mezcla de poblaciones que
tienen diferentes frecuencias génicas; gracias al apareamiento aleatorio los gametos y
genotipos que se encuentran ausentes en la Go apareceran en las posteriores generaciones
pero alcanzar las frecuencias de equilibrio serd un proceso lento que se llevard a cabo
gradualmente y simultdneamente de manera progresiva se ira disminuyendo la asociacion
inicial de los dos loci. Cuando dos loci estan ligados tardara mas en alcanzarse las frecuencias
de equilibrio, esto es debido a que dependiendo de la fraccién de recombinacion entre los
loci aparecen los gametos y genotipos ausentes. Al alcanzar el estado de equilibrio de

ligamiento con este supuesto las frecuencias serian las que se describen en la Tabla 21.

TipO de gameto A1B1 A1B2 A2B1 A2B2

pr= ps= qr = qs =

Frecuencias en el equilibrio
0.689 0.141 0.141 0.029

Tabla 21. Frecuencias de los diferentes gametos al alcanzar el equilibrio.

Al comparar las frecuencias de los gametos en la G, de partida con las esperadas luego de
alcanzar el equilibrio nos podemos dar cuenta que la frecuencia de cada tipo de gameto G,
se desvia bien sea por encima o por debajo de la frecuencia de equilibrio en una cantidad de
0,141 en el valor absoluto. A ese valor se le tomara como el valor del coeficiente de
desequilibrio = D, de esta manera el coeficiente de desequilibrio en la generacidn inicial sera
Do= 0,141 y con los apareamientos aleatorios D ird disminuyendo su valor progresivamente
a través del tiempo. Conociendo que pasa en la situacion inicial y poder deducir que a través
del tiempo se llegara al equilibrio surge la pregunta de ;qué pasa mientras se llega a ese punto
de equilibrio? Para dar respuesta a esta pregunta, debemos volver a donde partimos con una
poblacion A1A1B1B1 - AACC, con frecuencia de 0,83 y A2A2B2B2 - CCTT de 0,17,
cada una contribuyendo inicialmente con gametos A1B1-> AC con frecuencia de 0,83 y
A2B2-> CT con frecuencia de 0,17 respectivamente. El apareamiento aleatorio posterior
entre sujetos de estas poblaciones generaria entonces los siguientes gametos con las

frecuencias que se muestran en la Tabla 22.
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Tipo de Gameto
A B,2>AC A,B,2>CT
Frecuencias 0,83 0,17

ABAC/A B AC A,B, CT /A By AC
A B, 2>AC 0,83

Tipo de 0,83 x 0,83 = 0,689 0,17x 0,83 =0,141

Gameto A1B1 AC/ Asz CT A2B2 CT/ A2B2 CT
AB,>CT 0,17

0,83x0,17=0,141 0,17x 0,17 =0,029

Tabla 22. Gametos posteriores a apareamiento aleatorio entre las primeras

generaciones con sus respectivas frecuencias.

En la tabla anterior se observan los genotipos con las respectivas frecuencias esperadas
posterior a la primera generacion de estas poblaciones apareadas aleatoriamente; de esta
manera encontramos tres posibilidades de genotipos: doble homocigoto A;A;BB;=> AACC
con frecuencia de 0,689, otro doble homocigoto A,A;B,B,=> CCTT con frecuencia de 0,029
y por ultimo un heterocigoto doble A;A;B1B,=> ACCT con frecuencia de 0,141; los dobles
homocigotos generaran tipos Unicos de gametos bien sea (AjA;B;B;2> AC y A,A;B,B,~>
CT), los dobles heterocigotos, en cambio, pueden producir cuatro diferentes gametos, dos no
recombinantes (A;B; AC y A;B, CT) y dos recombinantes también llamados parentales y
dos recombinantes (A;B, AT y A,B; CC); las frecuencias de A;B; AC serd igual a la de A;B»
CT, y asi mismo la de A;B; AT sera igual que la de gametos A,B; CC, cumpliendo con las
leyes de segregacion mendelianas; sin embargo, la frecuencia total de los gametos
recombinantes (A;B, + A;B;) no tendra que ser la misma que la de los gametos
recombinantes (A;B; + A;B;). La proporcion de gametos recombinantes que es consecuencia
de un doble heterocigoto, es aquella que determina la llamada frecuencia de recombinacion
representada con la letra ¢, asi es que si por ejemplo el genotipo A;B;/ A,B; produce gametos
AiBi, AsB,, Ai1B, y AsB; en frecuencias 0,689, 0,029, 0,0141 y 0,0141 respectivamente.
Entonces, la frecuencia de recombinacién entre los genes es ¢ = 0,689 + 0,029 + 0,0141+
0,0141= 1; se debe tener en cuenta que esta frecuencia de recombinacion también dependera
de si estan localizados en el mismo cromosoma y de la distancia entre ellos; si estan
localizados en diferentes cromosomas la frecuencia generalmente es c=0,5 porque las cuatro
posibilidades produciran igual frecuencia, en cambio, cuando estan en el mismo cromosoma

los genes, la frecuencia de recombinacion deprende de la distancia existente entre ellos
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debido a que cada cromosoma se aparea con su homologo durante la meiosis y alli puede
realizarse un proceso de rotura-reunion que lleva a intercambios entre los cromosomas
homologos siempre y cuando estén alejados porque entre mas cercanos estén estos dos genes,
es menos probable que se produzca el proceso de rotura-reunién; en este caso nos da =1
debido a que se encuentran en el mismo gen y muy cercanos los dos polimorfismos que

estamos analizados.

Cuando se presenta una frecuencia de recombinacion de ¢ = 0, que es la mas baja que puede
existir, indica que los dos genes estan tan proximos que la rotura nunca tiene lugar entre ellos.
Sies de c= 0,5 que es la frecuencia mas alta de recombinacion indica que estan demasiado
alejados en el mismo cromosoma o situados en diferentes cromosomas; las frecuencias de
recombinacion entre 0 y 0,5 indican que deben estar estos dos en el mismo cromosoma
necesariamente y a estos se les considera como ligados. Pero al contrario de lo que se puede

pensar dos loci no tienen que estar ligados para estar en desequilibrio.

El coeficiente desequilibrio (D) como se habia nombrado anteriormente, va disminuyendo
en cada generacion de apareamiento aleatorio, dicha disminucién se realiza en una fraccion
igual a la frecuencia de recombinacién. Luego de la primera generacion de apareamiento
aleatorio D; = (1 - ¢) Dy = el coeficiente de desequilibrio en la generacion inicial;
transcurridas ciertas (f) generaciones de apareamiento aleatorio, el coeficiente de

desequilibrio seria:
D=(1-c¢c)'Dy

Con esta formula podemos deducir que llegar al estado de equilibrio de ligamiento sera mas
factible y mas rapido entre mas grande sea el valor de la frecuencia de recombinacion entre

loci.

Teniendo en cuenta que para buscar si existe o no ligamiento entre los dos polimorfismos
analizados en nuestro estudio solo tomamos la poblacion colombiana sin infeccién por VIH,
con las respectivas frecuencias halladas en nuestro estudio, diremos que contando con una
frecuencia de recombinacion de 1 yun D, =I-c es decir D,= I-1=0, y conociendo que ambos

polimorfismos se encuentran dentro del mismo gen, podriamos decir que este valor de 0
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indica que por lo menos en esta poblacion colombiana de adultos sin VIH, los dos
polimorfismos analizados se encuentran tan proximos que no da lugar a que existan procesos
de rotura entre ellos, en otras palabras estan siendo segregados en su mayoria juntos y no de
forma independiente, generando un desequilibrio de ligamiento entre estos dos

polimorfismos.
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7 Discusion

Durante los procesos de evolucion de la especie humana, multiples patologias, se han
asociado a procesos hereditarios o a alteraciones genéticas lo que ha conducido a la
comunidad cientifica a enfocarse en investigaciones al respecto, llegando en la tltima década

al desarrollo de terapia genética, y finalmente, a la medicina personalizada.

Una de las incognitas que han surgido con estos avances cientificos es jpor qué a través de
la evolucién persisten polimorfismos de ciertos genes en algunas poblaciones a pesar de su
clara relacion con susceptibilidad a patologias? Y aunque parece una pregunta que se han
planteado varios investigadores, en las diferentes bases de datos cientificas no son muchos
los datos al respecto; éste es el caso de los dos polimorfismos principales del gen MTHFR,
el 677C>T y 1298 A>C, que durante muchos afios han revelado asociacion clara a
enfermedades humanas, primordialmente al alterar el ciclo del folato, y los ciclos
metabolicos asociados con ¢él, estudiados a nivel mundial pero con muy pocas investigaciones
realizadas en nuestro pais. Para tratar de dar respuesta a la incognita, ha surgido la hipotesis,
de que estos polimorfismos pueden estar asociados no solo con susceptibilidad para algunas
patologias, sino que también pueden estar presentes de tal manera que logren prevenir
algunas otras situaciones de la salud humana; y al igual que nuestro grupo de investigacion,
diversos autores han considerado la persistencia de estos SNPs como parte de los procesos

., , .y 3
de seleccion natural a través de la evolucién humana '),

En el caso de enfermedades virales, como las causadas por retrovirus, incluido el VIH que
conlleva a una patologia altamente morbimortal en el humano, se han identificado expuestos
seronegativos, quienes hacen una resistencia natural a la infeccion a pesar de estar expuestos
al virus. Los estudios al respecto han descifrado variaciones genéticas, principalmente en
receptores para el virus de la inmunodeficiencia humana que permiten esta resistencia los
cuales vienen siendo estudiados desde afios atrés, para el afio 1996 investigadores pudieron
demostrar que personas con un déficit en el correceptor del VIH-1 cuentan con macréfagos
resistentes al ingreso del virus limitando la infeccion o haciendo mas lenta la progresion a
SIDA(183), desde alli, los intentos por la creacion de una vacuna eficaz, se han centrado en

dichos receptores de VIH, en la busqueda de la capacidad para volverse resistente a la
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infeccion '**, sin embargo la capacidad del VIH para evadir la defensa e infestar el sistema
inmune hace que siga siendo investigado sin resultados 6ptimos y que la mejor manera de

limitar su progresion es la prevencion eficaz ante la exposicion.

Respecto al folato, la razon que lleva a pensar que un polimorfismo del gen que codifica para
la enzima principal del ciclo que lleva su mismo nombre -ciclo del folato-, pueda estar
asociado a esta proteccion, limitacion o resistencia de infeccion por VIH, se basa
principalmente en la deficiencia que puede presentarse en la replicacion del virus, desde que
se descubre el folato en 1930"'", la comunidad cientifica muestra interés por esta vitamina
debido a que muy pronto empezaron a ver que su déficit no solo era la causa de anemias
megaloblasticas, sino que afectaba la homeostasis celular ampliamente y podia influenciar
en la salud humana a nivel del sistema nervioso, cardiovascular, inmune, reproductivo y
psiquiatrico entre otros, razon suficiente para que la FDA diera un alerta para la fortificacion
de las harinas, orden mundial que se hizo efectiva desde 1998 y en el 2006 la OMS lanza una
guia al respecto. Las investigaciones enfocadas al déficit de folato condujeron rapidamente a
los cientificos hacia el ciclo de su mismo nombre y los efectos nocivos en la salud humana
que producia cualquier alteracion a nivel de los pasos de este ciclo del folato, que al tener
variaciones contribuia a desestabilizar el equilibrio celular alterando a su vez todos los demas
ciclos metabdlicos asociados al folato. Rapidamente todo se empieza a enfocar en la enzima
principal del ciclo del folato, la MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa), y con estas
investigaciones se llega al eje principal, a ¢l gen MTHFR, y las variaciones que este puede

tener en sus nucledtidos con las consecuencias que pudiera generar en la salud humana.

Los hallazgos en las variaciones del gen MTHFR, se centraron principalmente en variaciones
de un solo nucleotido, SNP, de los cuales los que han sido mas estudiados son las variaciones

677C>T y 1298A>C, los dos objeto de nuestro estudio.

Aunque las investigaciones a nivel mundial acerca de estos polimorfismos se ha centrado en
la relacidn que tienen estos con patologias claramente definidas y se ha logrado identificar la
asociacion a las mismas, los estudios acerca de su relacion con la proteccion ante
exposiciones virales no ha sido estudiada ampliamente y los datos al respecto a nivel mundial
son escasos y en ocasiones contradictorios en las diferentes bases de datos, por ejemplo,

algunos estudios afirman que personas con infeccion cronica por el virus de la hepatitis C se
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relacionaban con alta concentraciéon de homocisteina secundaria a la persistencia del
polimorfismo 677C>T del MTHFR "°", en contraste, se presentan argumentos que muestran
que polimorfismos de este gen permiten que se reduzca la infeccion o se limite el avance de
la misma al mostrar que la presencia del polimorfismo 677C>T del gen MTHFR se asocia a
resistencia a la malaria y como esto puede ser una razén de seleccion natural sobre dicho

polimorfismo en las poblaciones'' .

Otros autores ha mostrado al VIH como un virus causal de dafio nervioso severo al incluir en
las investigaciones no solo las predisposiciones genéticas sino las concentraciones de

(%) Si bien el déficit de vitaminas asociado a deterioro mas grave del sistema

vitaminas
nervioso llevando a polineuropatias puede ser cierto, no por esto todas las variaciones
genéticas predisponen a crear mas dafio por el virus de inmunodeficiencia humana, sino que
muy por el contrario, algunos polimorfismos, como es el caso de los de nuestro estudio
protegen ante el progreso de infeccidn, lo que podria verse al comparar los resultados

presentados previamente (Tablas 16, 17, 18 y 19).

Estudios han mostrado que de la misma manera como el folato puede estar involucrado en el
conteo de CD4 en mujeres seropositivas' ', un déficit de folato lleva de manera indiscutible
a complicaciones hematoldgicas del VIH que van a requerir estabilidad de niveles de folato
para influenciar asi mismo en el conteo de CD4, siendo esto importante en este tipo de
pacientes infectados por el VIH ya que limita la progresion a SIDA'"”?. Respecto a poblacion
colombiana por ejemplo, estudios en prevalencia de los polimorfismos se encuentran en bases
de datos, e incluso el estudio de poblacion colombiana de adultos y nifios realizado en la fase
I de este estudio determina las prevalencias e incidencias del polimorfismo MTHFR 677C>T
apoyando claramente procesos de seleccion, sin embargo, en relacion con el VIH o con la
asociacion a resistencia a patologias infecciosas, no se encuentran estudios en nuestra
poblacion, siendo este el primero al respecto. A pesar de conocer que la presencia de estos
SNP afecta las vias del folato, conduciendo a alteracion de la enzima MTHFR, fundamental
en el equilibrio celular, debilitdndola y alterando o haciendo menor la sintesis de nucleotidos,
lo que sin duda alguna conduce a desequilibrio celular llevando a fenotipos asociados con
susceptibilidad para multiples patologias, a resistencia o modificacion de la accion de algunos

farmacos y quiza planteandose la asociacion positiva de una posible disminucion en la
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replicacion viral debido a la necesidad de multiples microorganismos virales, entre los que
se encuentra lentivirus VIH, de tener una adecuada sintesis de nucle6tidos para poder infestar
las células de interés, replicarse e ir destruyendo el sistema de defensa humano y esto estar
asociado con la consecuente resistencia a la infeccion o limitacion de la misma sin dejarla
avanzar a estadios de enfermedades con mayor morbi-mortalidad, son nulos los estudios al

respecto siendo nuestra investigacion la primera realizada en Colombia.

Del mismo modo, y aunque es conocido que el folato, que hace parte de las vitaminas que
conforman el complejo B, es indispensable para que el sistema de defensa humano funcione
adecuadamente y que cuando existe un déficit conduce a disfuncion del sistema inmune,

d®® no existen en bases de datos suficientes

acelerando la progresion de la enfermeda
estudios respecto ni a nivel mundial ni en nuestro pais; y con respecto a la relacion del folato
con el VIH, aunque podria pensarse facilmente que si existe deficiencia de folato existira una
progresion hacia enfermedad SIDA, los datos encontrados en bases de datos no son

concluyentes'"*”

y no existen suficientes investigaciones al respecto, podria decirse que el
aporte adecuado de folato, o variaciones en el genoma que alteren la concentracion de dicha
vitamina y por ende lleven a cambios en el ciclo del folato, marcan una diferencia
significativa entre las personas inmunes o resistentes al VIH y los que en definitiva no lo son,

pero aun faltan datos para poder afirmarlo de manera definitiva.

La busqueda de la existencia de una diferencia significativa en las frecuencias genotipicas y
alélicas de los polimorfismos 677C>T'y 12984>C del gen MTHFR entre casos de adultos
infectados con VIH y controles sin infeccion por este virus en la poblacion colombiana,
partiendo del hecho de no encontrar datos con respecto a este tema a nivel de Latinoamérica
y mucho menos en nuestro pais, Colombia, fue el principal motor para nuestra investigacion;
el preguntarse si los procesos de seleccion de estos dos polimorfismos podrian o no estar
asociados a proteccion ante infeccion por un virus que ha sido investigado por mas de 50
afios, el VIH y que para nadie es secreto que su tratamiento ha tenido avances notables en la
calidad de vida de las personas infectadas, pero que la cura definitiva no ha sido posible a
causa de su facilidad para evadir la accién farmacoldgica y mutar frecuentemente para lograr

sobrevivir y replicarse, llevo a nuestro grupo a investigar en una poblacion colombiana
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comparando adultos en tratamiento para el VIH, con adultos considerados como sanos al

encontrarse libres de infeccion por este virus.

Evaluando la presencia de estos polimorfismos y determinando los porcentajes de los alelos
en las dos poblaciones mediante andlisis genético-poblacionales, se determino que existe una
fuerza de seleccion natural sobre los polimorfismo MTHFR 677C>T'y 1298 A>C en nuestra
muestra de poblacién colombiana al encontrar la persistencia de estos polimorfismos en la

mayor parte de los adultos analizados de manera global.

Las inquietudes planteadas nos permitieron determinar las diferencias entre los genotipos y
frecuencias alélicas de las dos poblaciones de adultos colombianos con y sin infeccién por
VIH, y aunque las diferencias entre las poblaciones fueron minimas, aparte de dar una nocion
de seleccion natural clara que permite que persistan estos polimorfismos; la proteccion ante
complicaciones o progresion del VIH considerando el posible bloqueo de la replicacion viral
no pudo ser concluida, sin embargo, la demostracion del predominio de heterocigotos del
polimorfismo 677 C>T y de homocigotos 1298A>C, puede ser el comienzo de un estudio
mas amplio que pueda determinar si realmente dichos polimorfismos se encuentran
involucrados en la reduccion de la infeccion por VIH o quiza en la estabilizacion del conteo
de CD4 en lo infectados, limitando la infeccion o creando una especie de resistencia, y quiza
mas adelante y con mas estudios se logre determinar la posibilidad de crear una prueba de
laboratorio en donde midiendo la metilentetrahidrofolato reductasa se pueda determinar el
riesgo de susceptibilidad a enfermedades y al mismo tiempo la proteccion para el desarrollo,

progresion o complicacion de infecciones virales incluyendo la infeccion por VIH.

Lamentablemente los ultimos estudios publicados en el 2017, realizados por otros

investigadores''**('”?)

, no se enfocan exclusivamente en los polimorfismos, sin embargo,
concuerdan con lo presentado en este trabajo donde la persistencia de variaciones genéticas
y su posible influencia en la salud humana puede verse en tendencias, como la persistencia
de heterocigotos para uno de los polimorfismos que se presentd en todos los casos en mayor
frecuencia en personas infectadas con VIH que en personas sin la infeccion. Este tipo de

tendencias puede ser fundamental para investigaciones futuras.
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Aunque las expectativas eran mucho mayores, en los analisis realizados no podemos hablar
de diferencias significativas claras entre las dos poblaciones estudiadas y de manera global,
en los adultos colombianos con y sin infeccion por VIH ya que no se encuentra diferencia
significativa, encontrando las poblaciones en equilibrio de Hardy Weinberg en ambas
situaciones. Sin embargo, las frecuencias para cada uno de los genotipos dentro de los dos
grupos son distintas y las mayores diferencias se observan al comparar la frecuencia de
homocigotos para 677C>T: para 677CC la poblacion sana tiene una frecuencia genotipica de
0.40 mientras que para los pacientes con VIH es de la mitad (0.20), de igual manera, para
677TT el caso se invierte al tener en los pacientes con VIH una frecuencia de 0.28 y en la
poblacion sana tan solo 0.15. De estos resultados podria irse més alla buscando la evolucion
de los pacientes, sometiéndolos a un consumo de concentraciones mayores de acido folico y
analizando el comportamiento futuro de los niveles de CD4 en dichos pacientes, quiza con
un estudio al respecto, podria determinarse si las diferencias encontradas en los homocigotos
del polimorfismo 677C>T, tienen alguna influencia en las concentraciones de CD4

comprobando la limitacion de la progresion del VIH de manera certera.

Al ser este el primer estudio respecto a los polimorfismos del gen MTHFR y su asociacion a
la infeccion por VIH en poblacion colombiana, no se puede comparar con otros estudios en
el pais y a nivel mundial, si bien existen estudios de variaciones en el folato y en los
polimorfismos del gen MTHFR asociados a enfermedades, o de la relacion de alguno de los
polimorfismos con infecciones, los estudios en relacion a los dos polimorfismos principales
del gen MTHFR junto con su asociacion a virus de la inmunodeficiencia humana no existen
en bases de datos por lo cual la mayoria de los datos encontrados son unicos hasta el
momento, sin embargo si podemos decir que de acuerdo con muchos investigadores que han
tomado por separado en otros contextos estos SNP, nuestros datos concuerdan con la
existencia de procesos de seleccion para estos polimorfismos. Con los hallazgos en los
diferentes analisis estadisticos, aunque no se encontr6 una diferencia significativa, se logro
encontrar una pequefia diferencia en las frecuencias alélicas entre las dos poblaciones
analizadas en lo que respecta al polimorfismo 677C>T del gen MTHFR, siendo la frecuencia
alélica del alelo C mayor en las personas no infectadas por el virus de la inmunodeficiencia
humana, y la frecuencia alélica del alelo T mayor en aquellos infectados por VIH, ademas de

encontrar una persistencia de heterocigotos CT en lo que respecta a las frecuencias
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genotipicas para este polimorfismo 677C>T en ambas poblaciones. Para el polimorfismo
1298A>C, las frecuencias alélicas y genotipicas similares determinan que no hay diferencia
significativa entre los dos grupos evaluados, presentando un predominio del genotipo

homocigoto AA.

A pesar de que el comportamiento en las dos poblaciones adultas colombianas estudiadas,
con y sin infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana, fue encontrado como similar
en lo que respecta a la presencia de homocigotos y heterocigotos para cada uno de los dos
polimorfismos del gen MTHFR analizados, corroborando que para el SNP 1298 predominan
los homocigotos AA y para el 677 los heterocigotos CT, se encontrd que los porcentajes de
las personas infectadas por VIH en comparacion con los adultos sanos presentan una
tendencia a ser mayores en los hallazgos de homocigosis para el SNP 1298MTHFR y
heterocigosis 677MTHFR. El resultado en porcentajes de frecuencias de homocigotos y
heterocigotos para el polimorfismo 677C>T, en definitiva es similar en ambas poblaciones
de infectados y no infectados por VIH y de igual manera al comparar al comparar con
estudios previos sobre poblacion colombiana''””, los valores encontrados por los autores
muestran una importante similitud con los hallados por nosotros para la poblacion sana, lo

que refuerza los resultados de este trabajo.

Resultados que afirman que ambas poblaciones de adultos colombianos analizadas se
encuentran en EHW con respecto al polimorfismo 677C>T, corroboran una vez mas la no
existencia de diferencia estadisticamente significativa, y la proporcion de variacion genética
entre las dos poblaciones analizadas para este polimorfismo, es demasiado pequefia, lo que
permite que el exceso de heterocigotos evidenciado en las frecuencias genotipicas para ambas
poblaciones sea muy similar, y esas diferencias minimas que se encontraron en el estudio, no
permitieron que el software genético-poblacional encontrara una diferencia entre las dos
poblaciones. En contraste, al analizar el polimorfismo 1298 del gen MTHFR en el software
estadistico de genética de poblaciones (Genepop) y pese a lo encontrado en las graficas
iniciales de resultados en donde se observaron los porcentajes de frecuencias para cada
poblacion en estudio, se determin6 que dicho polimorfismo no estaba en EHW lo que indica
que aqui si existe una diferencia estadisticamente significativa en la proporcion de variacion

genética, aunque es claro que predomina el genotipo homocigoto AA en poblacion sana, al
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igual que en la poblacion infectada por el VIH, se pudo observar que en lo que respecta a las
frecuencias alélicas de este polimorfismo 1298 A>C predomina el alelo A con diferencias
minimas y valores casi idénticos entre la poblacion de adultos infectados y los no infectados,
que si logra detectarse en los programas estadisticos de genética de poblaciones. Como
hemos venido describiendo, todos los hallazgos de manera global conducen a poblaciones en
EHW, esto descarta procesos de subdivision poblacional, y excluye procesos de endogamia
sobre todo cuando se logra verificar el exceso de heterocigotos en ambas poblaciones con
respecto al polimorfismo 677C>T y el predomino de homocigotos en las poblaciones

analizadas para el 1298A>C .

Los resultados de nuestro estudio, sin duda alguna y concordando con varias

98 . .
% se acercan a corroborar que la presencia de estos polimorfismos del gen

investigaciones
MTHEFR en la poblacion persisten como un mecanismo de seleccion natural, ya que sin duda
alguna el predominio de heterocigotos del 677C>T y de homocigotos 1298 A>C con el
predominio de los alelos T y A respectivamente en los infectados por VIH, afecta el
metabolismo de la homocisteina involucrandose en el riesgo de déficit de folato, y por ende
asociandose a susceptibilidad de algunas enfermedades y en lo que respecta solo a nuestro
estudio y aunque no hay datos suficientes, pensar en la proteccion ante infecciones virales
que requieran del buen funcionamiento del ciclo del folato para replicarse sigue siendo un
interrogante por resolver, pero ya con los hallazgos demostrados puede ser que con una
poblacion mayor se puedan encontrar diferencias ampliamente significativas que sean
determinantes para corroborar esta hipdtesis; hipdtesis que tiene sentido ya que como ha sido

descrito previamente'®"

, la metilacion del cDNA es clara y esto permite que todos los
procesos en relacion con la homeostasis celular que suceden en el ciclo del folato entre los
que se encuentra la sintesis de 4cidos nucleicos se encuentren alterados por la presencia de
polimorfismos y una sintesis adecuada de acidos nucleicos es necesaria para la inmunidad
innata''”"

VI,

y los 4cidos nucleicos juegan un papel clave en los mecanismos moleculares del

De igual manera, la no diferenciacion entre las poblaciones con similitud en sus frecuencias
alélicas junto con la determinacion de posible deriva genética y flujo genético puede anular

el coeficiente de endogamia lo cual reitera nuestra hipotesis de seleccion natural de dichos

88



Biisqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (¢.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133)
(p-A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en una poblacion colombiana

polimorfismos, permitiendo la presencia de estos polimorfismos en la poblacion colombiana

en general.

Podriamos pensar, que el no encontrar diferencia significativa entre las frecuencias alélicas
y genotipicas de estos polimorfismos, quizd responde a que en realidad las personas
infectadas por VIH se encontraban totalmente controladas y tratadas con medicamentos
antiretrovirales al hacer este proyecto, y esto podria influenciar y hacer que se comporte su
ciclo metabdlico del folato de la misma manera que las personas sanas, sin embargo, los
polimorfismos no cambian su comportamiento por tratamientos antirretrovirales, asi que
podemos afirmar que no existe una diferencia entre la infeccion por VIH en aquellas personas
con presentacion de una u otra forma de estos dos polimorfismos del gen MTHFR, pero la
investigacion si puede comprobar como hemos venido diciendo, que un déficit de folato
afecta negativamente el sistema inmune conduciendo, no solo en este caso sino en todas las
infecciones, a progresion mas rapida y severa de enfermedades y co-infecciones por lo que
se aconseja un consumo adecuado de folato no solo en personas gestantes para la proteccion

del feto, sino durante toda la vida.

Aunque atn quedan muchas incognitas por resolver, esta primera investigacion en nuestro
pais pretende abrir las puertas al estudio de los polimorfismos genéticos en relacion con el

VIH y la resistencia natural ante la infeccion por este virus.
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8 Conclusiones

Comparando la poblacion colombiana de adultos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana junto con aquellos adultos de nacionalidad colombiana
mayores de edad que no se encontraran infectados por VIH y no hubieran tenido
exposicion alguna ante dicho virus, se buscaron las diferencias genético-poblacionales de
los polimorfismos mas estudiados del gen MTHFR, 1298A>C y 677C>T, sin embargo
los datos encontrados arrojaron que no existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las dos poblaciones que se encuentran en EHW.

Logrando realizar la genotipificaciéon de los 365 adultos voluntarios colombianos sin
infeccion y los 201 adultos con infeccion por el VIH en lo que respecta a los
polimorfismos 677C>T MTHFR se logra determinar el predominio de heterocigotos CT
en ambas poblaciones con el predominio del alelo T en los infectados por el virus y del
alelo C en aquellos sin infeccion por VIH; para el polimorfismo 1298A>C MTHFR, la
frecuencia alélica del alelo A fue mayor para ambas poblaciones, y respecto a la
frecuencia genotipica en lo que respecta a este gen se encontrd un predominio de
homocigotos AA, y aunque las diferencias poblaciones fueron muy pequenas al correr el
programa de software genético poblacional se logré determinar una diferencia
significativa encontrando que no estaban las poblaciones en este caso en EHW sin
embargo la diferencia es demasiado pequeia como para ser concluyente y se requiere de

mas estudios y una poblacion mas amplia para llegar a conclusiones definitivas.

Con esta investigacion y analizando los multiples articulos encontrados en las diferentes
bases de datos cientificas en referencia a MTHFR, folato, VIH y enfermedades asociadas
a polimorfismos del gen metilentetrahidrofolato reductasa, hiperhomocistinemia
secundaria a variaciones genéticas, alteraciones en los ciclos del folato y de un carbono,
entre otras, se puede concluir que la susceptibilidad para enfermedades que se asocia a
estos dos polimorfismos del gen MTHFR tienen estudios profundos que corroboran
dichas asociaciones, entre los estudios algunos han sido replicados en una y otra parte del
mundo dando importante significancia estadistica, pero sin embargo y a pesar de las

multiples investigaciones, con respecto a la asociacion de estos polimorfismos a la
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resistencia o limitacion de la infeccion por virus como el de la inmunodeficiencia
humana, no han sido realizados y no existen datos concluyentes al respecto ni en nuestro

pais ni a nivel mundial.

La hipdtesis propuesta al inicio de nuestra investigacion, con respecto a la presencia de
una fuerza de seleccion que permitiera la persistencia de los polimorfismos del gen
MTHFR en la poblacion colombiana analizada a pesar de su asociacion con
susceptibilidad ante multiples enfermedades, pudo ser corroborada en este estudio, como
se describe claramente en los resultados y en la discusion, descartamos procesos de
endogamia, se verificd el exceso de heterocigotos para el polimorfismo 677C>T y de
homocigotos para el 1298A>C en ambas poblaciones de adultos colombianos con y sin
infeccion por VIH, sin diferencias estadisticamente significativas, lo que permite
determinar esta hipdtesis como verdadera, reiterando un proceso de seleccion natural de
dichos polimorfismos, que permite la presencia de estos polimorfismos en la poblacion

colombiana en general.

Si bien no se encuentra diferencia significativa, este es el primer estudio realizado en
nuestro pais, y siendo estrictos el primero a nivel mundial que involucra adultos con
infeccion por VIH y adultos sanos y pretende ver el comportamiento de los dos
principales polimorfismos del gen MTHFR; y aunque no hay diferencia significativa, y
esperabamos encontrar mas de lo hallado, estos hallazgos de nuestra investigacion
representan el inicio de estudios que pueden ir mas alld hasta quizé para determinar la
relacion de estos polimorfismos con resistencia ante infeccion vital por VIH o su
asociacion con el no progreso a SIDA de personas infectadas por VIH, o tal vez se pueda
crear una prueba en donde midiendo la enzima MTHFR y asociandola con la presencia o
no de polimorfismo se pueda determinar el riesgo de predisposicion ante enfermedades

o la predisposicion genética a ser resistente ante algunas infecciones.
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10 Anexos

Anexo 1. Fenotipos y rasgos relacionados al gen MTHFR.

Fenotipo o
Fuente Localizaciones genémicas Fenotipo o rasgo Fuente Localizaciones genémicas
rasgo
Cromosoma 1 =2 1:10597190;
1:114811507; 1:159474785
Cromosoma 6 >
Deficiencia de DDG2P -
Espina bifida Orphanet 6:164050067 Cromosoma 1 2>
metilentetrahidrofo | Decipher
aperta (ORPHA268392) | Cromosoma 14> 1:10597190
lato reductasa (GRCh37)
14:64895255
Cromosoma 19>
19:47881280
Cromosoma 1 = 1:10597190;
1:114811507,;1:159474785
Cromosoma 1 >
Cromosoma 6 2 6:
1:10597190; 1: 237221973
Espina bifida Orphanet 164050067 OMIM morbid
Cromosoma5 =25: 5621498
cistica (ORPHA268762) | Cromosoma 14> #601634
Cromosoma 14 >
14:64895255
14:64071841
Cromosoma 19>
19:47881280
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Cromosoma 1 =2 1:10597190;

1:114811507; 1:159474785

Cromosoma 6 2>

Multiples genes
Espina bifida 6:164050067
Orphanet OMIM morbid involucrados en todos los
cervicotordacica Cromosoma 14>
(ORPHA268397) #181500 cromosomas autosomicos y
aperta 14:64895255
en los sexuales.
Cromosoma 19>
19:47881230
Cromosoma 1 =2 1:10597190;
1:114811507; 1:159474785
Cromosoma 6 2> GOoA Cromosoma 1 2>
Espina bifida
Orphanet 6:164050067 Interconversion del | (GO 0035999) 1:10597190
cervicotordcica
(ORPHA268766) | Cromosoma 14> tetrahidrofolato PMID:25736335 Cromosoma 152>
cistica
14:64895255 PMID:12673793 15:79629210
Cromosoma 19>
19:47881230
Homocistinuria Cromosoma 1 >
por deficiencia Espina bifida 1:10597190; 1:114811507;
OMIM morbid Orphanet
de actividad de Cromosoma 1 =2 1:10597190 | toracolumbosacral 1:159474785
#236250 (ORPHA268384)
N (5,10) - aperta Cromosoma 6 >
metilentetrahidr 6:164050067

111




Busqueda de seleccion en los polimorfismos 1298A>C (c.1286A>C) (rs1801131) (p.E429A) y 677C>T (c.665C>T) (rs1801133) (p.A222V) del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) en una poblacion colombiana

ofolato

reductasa

Cromosoma 14>
14:64895255
Cromosoma 19>

19:47881280

Homocistinuria

por deficiencia

Cromosoma 1 2>
1:10597190; 1:114811507;
1:159474785

Cromosoma 6 2>

de Orphanet Orphanet
Cromosoma 1 = 1:10597190 6:164050067
metilentetrahidr | (ORPHA395) (ORPHA268752)
Cromosoma 14>
ofolato
14:64895255
reductasa
Cromosoma 19>
19:47881280
Cromosoma 1 2>
1:10597190
Anencefalia / Trombofilia por Cromosoma 6 = 6:5621333
Orphanet Cromosoma 1 = 1:10597190; OMIM morbid
Exencefalia defecto de Cromosoma
(ORPHA1048) 1: 159474785 #188050
aislada trombina 10>10:11231594
Cromosoma 11>
19:45148997
Espina bifida Cromosoma 1 >
Orphanet Cromosoma 1 = 1:10597190; | Espina bifida total | Orphanet
lumbosacra 1:10597190; 1:114811507;
(ORPHA268388) | 1:114811507; 1:159474785 aperta (ORPHA268377)
aperta 1:159474785
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Cromosoma 6 >
6:164050067
Cromosoma 14>
14:64895255
Cromosoma 192>

19:47881280

Cromosoma 6 >
6:164050067
Cromosoma 14>
14:64895255
Cromosoma 19>

19:47881280

Cromosoma 1 =2 1:10597190;

1:114811507; 1:159474785

Cromosoma 6 2>

Cromosoma 1 2>
1:10597190; 1:114811507;
1:159474785

Espina bifida Cromosoma 6 >
Orphanet 6:164050067 Espina bifida total | Orphanet
lumbosacra 6:164050067
(ORPHA268758) | Cromosoma 14> cistica (ORPHA268748)
cistica Cromosoma 14>
14:64895255
14:64895255
Cromosoma 19>
Cromosoma 19>
19:47881280
19:47881280
Cromosoma 1 2>
1:10597190; 1:114811507;
Toxicidad de Cromosoma 1 2 1:10597190
1:159474785
Metrotexate o Orphanet Cromosoma 8 28:63343632 | Alta Espina bifida | Orphanet
Cromosoma 6 2>
seleccion de (ORPHA413690) | Cromosoma aperta (ORPHA268740)

dosis

21-221:43337603

6:164050067
Cromosoma 14>

14:64895255
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Cromosoma 19>

19:47881280

Cromosoma 1 2>
1:10597190; 1:114811507;
1:159474785

G0OA

Cromosoma 6 2>
(GO 0004489) Cromosoma 1 = 1:10597190 | Alta Espina bifida | Orphanet

6:164050067
PMID:25736335 cistica (ORPHA268770)

Cromosoma 14>
PMID:12673793

14:64895255
Cromosoma 19>

19:47881280

Basada en Ensembl Human GRCh38.p7 gen MTHFR - fenotipos
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Phenotype?db=core;g=ENSG00000177000;r=1:11785723-11806920
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Anexo 2. Fenotipos, enfermedades y caracteristicas asociadas con variaciones en el gen MTHFR.

Fenotipo o rasgo/

Variacion/ localizacién

65 variantes

PMID:19597492

11797459 // MTHFR, NPPA

#Variantes Fuente genémica /Genes Descripcion

asociadas involucrados

Fibrilacion NHGRI-EBI Latidos auriculares descoordinados y desorganizados, que generan
rs17375901 /7 1:11787479- ) o

Auricular GWAS catalog un ritmo cardiaco rapido e irregular; arritmia muy comun en la

practica clinica, en el electrocardiograma no se observan ondas P.

Enfermedad Placa ateromatosa se deposita dentro de las arterias coronarias
rs1476413 /7 1:11787243 - o o .
Coronaria dbGap impidiendo el normal suministro de sangre oxigenada al musculo
11797243 // MTHFR o ) _ )
13 variantes cardiaco, con una probabilidad alta de infarto agudo de miocardio.
Neoplasia conocida como GIST (gastrointestinal stromal tumors),
rs1801131 /7 rs1811133//
tumor mesenquimal frecuente maligno, se manifiesta inicialmente
Tumor Estromal 1:11789419-11799419 //
ClinVar con disfagia, hemorragias gastrointestinales o no muestra sintomas
Gastrointestinal 1:11791321-11801321 7/ o
hasta su aparicion tardia en forma de metastasis principalmente a
MTHFR
higado.
rs121434296// 1:11789766- | Enfermedad metabodlica caracterizada por dafio neuroldgico. Aparece
11799766 / MTHFR durante el primer afio de vida con signos neurologicos graves, apneas
rs267606886//1:11790114- recurrentes, microcefalia y convulsiones. Existen formas que
Homocistinuria por | OMIM )
11800114 /MTHFR aparecen en la adolescencia o en la edad adulta con regresion mental,
déficit de MTHFR | #607093 ' o ] ] )
rs267606887 /7 1:11790158- | ataxiay, trastornos psiquidtricos tipo esquizofrenia que pueden
6 variantes ClinVar . _ .
11800158/ MTHFR ligarse a accidentes cerebrovasculares. Puede asociarse a
rs121434297//1:11790161- | degeneracion subaguda de la médula espinal. Se transmite de forma
11800161/ MTHFR autosodmica recesiva.
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Homocisteinuria

Sinoénimo de la anterior.

Deficiencia de cistationina beta sintasa; enfermedad hereditaria

debido a déficit de ClinVar rs45590836 1:11786216-
autosomica recesiva, afecta el metabolismo de la metionina, con
MTHFR OMIM #607093 | 11796216 // MTHFR
multiples formas de presentacion en donde predomina la de la
1 variante.
infancia.
rs768434408 // 1:11785682-
11795682/ MTHFR Trastorno muchas veces considerado como factor de riesgo oculto
ClinV rs45590836 // 1:11786216- para enfermedad cerebrovascular isquémica; cursa con elevacion de
inVar
11796216// MTHFR homocisteina en sangre, se usa indiscriminadamente el término
rs574132670 /7 1:11795250- | Homocistinemia y Homocistinuria con sintomas similares.
11805250 / MTHFR
Neoplasia maligna de la prostata. Cursa con sintomas de obstruccion
Tumor maligno de
rs193921032//1:11786220- | y urgencia urinaria. Este tipo de tumor presenta un crecimiento
prostata ClinVar
11796220 7/ MTHFR acelerado con diseminacion a otros 6rganos en un tiempo record de
1 variante
no ser detectado a tiempo
) Se trata de grupo de enfermedades mentales complejas con sintomas
Susceptibilidad a ClinVar
rs1801131//1:11789419- divididos en dos grupos: positivos y negativos. Las caracteristicas
Esquizofrenia OMIM
11799419 // MTHFR principales son alteraciones de la personalidad, con alucinaciones y
1 variante #181500

una clara pérdida del contacto con la realidad.

Basada en Ensembl Human GRCh38.p7 gen MTHFR - fenotipos
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Phenotype?db=core;g=ENSG00000177000;r=1:11785723-11806920
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Anexo 3. Datos relevantes en la historia del VIH.

Aiio Descripcion del hecho relevante en historia del VIH
1959 Primeros casos de infeccion por el virus en poblacion Africana
1969 Primeros casos de infeccion por el virus en poblacidon norteamericana
Epidemia mortal que crecia rapidamente, se creia que habia sido un virus creado por la KGB o la CIA que causaba inmunodeficiencia
1980781 mortal por coinfeccion por patdgenos oportunistas
-Neumonia por Pneumocystiis carinii en homosexuales, casos que crecen rapidamente y se asocian a Sarcomas de Kaposi = “sefal
de una nueva enfermedad”
1981 ,
-Unico marcador de la enfermedad : Linfocitos T CD4 que ante la infeccion muestran un descenso importante que se empezaron a
identificar gracias a Milstein y Kholer quienes descubren anticuerpos monoclonales que permiten detectar LT CD4
27 de julio en Washington se da el nombre de “ Sindrome de Inmunodeficiencia Humana” a la nueva enfermedad que venia cobrando
182 cada vez mas vidas
1983 Instituto Pasteur aisla un nuevo retrovirus que puede ser el causal del SIDA
1984 Estados unidos Nombra al virus causal como Virus linfotrépico de células-T humano (HTLV) de tipo III.
Uganda informa 63 casos de enfermedad causada por este virus en homosexuales promiscuos y por producir una grave pérdida de
1983 peso la llaman “ enfermedad de la delgadez”
Comité de taxonomia define el nuevo nombre del virus como Virus de la Inmunodeficiencia humana — VIH, investigador francés
Daniel Zagury realiza el primer ensayo no oficial de una vacuna preventiva contra el sida, una version genéticamente modificada de
1986 una proteina del VIH y la inyecta a 9 nifios en Zaire y a ¢l mismo, ensayo que se realizd sin aprobacion de comités de ética y sin
pruebas preclinicas adecuadas
1987 Primer ensayo de vacuna contra el sida, participan 81 voluntarios homosexuales sin VIH, vacuna experimental fracasa y no logra

proteger a los chimpancés frente al virus.
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1988

El Consejo de Investigacion Médica del Reino Unido y el Instituto para la Investigacion en Virus de Uganda (UVRI), crean la primera

unidad de investigacion centrada en determinantes de la infeccién por VIH y la progresion de la enfermedad

1992

Macacos rhesus vacunados con una version viva atenuada del virus de la inmunodeficiencia simica (VIS), equivalente en monos al
VIH, esté protegido frente a la infeccion. Se considera una expectativa frente a lo que podria tratarse del desarrollo de una vacuna

contra el VIH factible.

1994

-Se rechaza el ensayo de eficacia de La candidata a vacuna, AIDSVAX, contiene una version modificada genéticamente de la proteina
de la superficie del VIH.

- Aislan un anticuerpo humano a partir de médula 6sea de un hombre con VIH que estuvo asintomatico por 6 afios, el anticuerpo es
conocido como b12.

- Se demuestra en laboratorios que b12 neutraliza mas del 75% de las cepas del virus, considerdndolo desde entonces, un anticuerpo

ampliamente neutralizante (bNAD)

1995

Introduccion de terapia antiretroviral de gran actividad -TARGA-, Investigador David Ho, es el pionero en usar *“ inhibidores de la

proteasa” como farmacos en tratamiento de VIH

1996

-Se forma una entidad sin animo de lucro que trabaja por generar una vacuna preventiva segura y eficaz frente al VIH, participantes
publicos y privados se asocian y se le da el nombre de “Iniciativa Internacional por una Vacuna contra el sida”
-La vacuna basada en el virus de inmunodeficiencia de simios provocé la enfermedad en algunos macacos lo que redujo la esperanza

de ser segura y poder probarse en el humano

1997

18 de Mayo se proclama el dia mundial de la vacuna contra el sida, ya que el presidente de ese entonces de Estados Unidos, Bill

Clinton anuncia el objetivo de crear la vacuna antes de una década

1998

VaxGen, filial de Genentech, inicia ensayo de fase III de AIDSVAX, primer ensayo de eficacia de una candidata a vacuna contra el

sida. Participan 5.400 voluntarios

1999

Empresas farmacéuticas con ayuda de universidades de renombre a nivel mundial toman iniciativa para desarrollar vacunas seguras y

eficaces contra el sida, dentro de las mas nombradas para este afio se encuentran ALVAC vCP205 de Pasteur Mérieux Connaught,
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(actual Sanofi Pasteur), KAVI, vacuna Keniana con ayuda de la universidad de Oxford

Datos preliminares del ensayo de fase III para AIDSVAX no es eficaz. Cientificos de todo el mundo se retnen y refieren que la
2003 investigacion sobre el sida es insuficiente para resolver los retos cientificos y que esto impide el desarrollo de una vacuna adecuada

Se desarrolla un estudio de fase IIb para probar la eficacia de la candidata a vacuna de Merck (MRKAdY), esta con el fin de prevenir
2004 la infeccion por VIH o disminuir la carga viral en voluntarios infectados

MRKAJS se suspende en su ensayo IIb al no funcionar y no ser segura se hace una publicacion en donde quiza pudo haber aumentado
2007 el riesgo de adquirir VIH
2008 Estructura del virus del VIH totalmente dilucidada con las proteinas que lo componen

*Vacuna RV 144 que inicio sus estudios al mismo tiempo que la MRKAd5, muestra un avance reduciendo el riesgo de infeccion en un
2009 31% de los voluntarios lo que sugiere que si es posible generar una vacuna e impulsa a la comunidad cientifica a seguir investigando.

*Se aislan por primera vez anticuerpos neutralizantes en personas infectadas con el VIH
2011 *Nuevas pruebas de la vacuna RV 144, se concentran datos y desde entonces se espera el anélisis de los datos encontrados.

Basada en http://'www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0025-76802003000200016
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Anexo 4. Categorias clinicas de la infeccion por VIH.

Categoria

clinica

Descripcion

A

Asintomaticos con/sin linfadenopatia generalizada persistente

Pueden presentar: angiomatosis bacilar, candidasis oral recidivante, candidiasis vulvovaginal persistente con pobre respuesta a
tratamientos, displasia cervical leve-moderada o carcinoma "in situ", fiebre o diarrea inexplicada por mas de 1 mes, leucoplasia
vellosa oral, herpes, purpura trombocitopénica idiopatica, listeriosis, enfermedad pélvica inflamatoria, neuropatia periférica.

“ Sintomas no incluidos en la categoria C”

Presentan complicaciones que permiten definir la presencia de la enfermedad SIDA. Dentro de estas se encuentran: candidiasis
traqueal, bronquial, pulmonar o esofdgica, carcinoma de cérvix invasivo, coccidiomicosis diseminada, histoplasmosis
diseminada, criptococosis diseminada y meningea, neumonia por Prneumocystis carinii, criptosporidiasis, toxoplasmosis
cerebral/pulmonar, isosporidiasis cronica, neumonia bacteriana recurrente, sepsis recurrente por Salmonella entérica no typhi,
tuberculosis pulmonar, extrapulmonar y diseminada, infeccion diseminada o extrapulmonar por Mycobacterium avium o M.
kansasi, infeccion diseminada o extrapulmonar por otras micobacterias, encefalopatia por VIH, retinitis-encefalitis o infeccion
diseminada por citomegalovirus, leucoencefalopatia multifocal progresiva, sindrome caquectizante, Sarcoma de Kaposi, linfoma

de Burkitt o equivalente, linfoma inmunoblastico, linfoma cerebral primario

Basada en http://'www.todosida.org/etapas-infeccion-vih
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11 Glosario

v" ADNc: ADN complementario que no posee intrones, obtenido in vitro mediante la

enzima transcriptasa inversa que utiliza como templado el ARNm maduro.

v" Adsorcion: primer paso. etapa que utiliza el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
para lograr infectar, en esta etapa el virus se adhiere a células que tengan en su superficie

la proteina CD4 (Linfocitos T colaboradores y macrofagos principalmente).

v AINEs: Siglas para definir un grupo de medicamentos cuya funcion principal es

antiinflamatoria. Antiinflamatorios No Esteroideos.
v" Alelo: Forma alternativa de un gen dentro de un mismo locus.

v Aneuploidias: cambio en el nimero de cromosomas que llevan a enfermedades
genéticas; una persona aneuploide difiere de una persona euploide (normal numero de
cromosomas) en que posee un numero extra o faltante de cromosomas; en el humano

algunas monosomias y trisomias son viables.

v" ARNm: Siglas para describir Acido Ribonucleico mensajero, es el encargado de
transportar la informacion genética presente en los genes hasta los ribosomas, en el
citoplasma, donde se realiza la traduccion de la informacion para su conversion en

proteina.

v" CDC: Siglas que provienen del inglés Communicable Disease Center, hace referencia
al Centro de control de enfermedades contagiosas, esta entidad funciona desde 1946 e
inicia sus actividades con el fin de prevenir la propagacion de malaria, que producia una
enfermedad debilitante conocida como paludismo, y que para esta época, afectaba gran

parte de la poblacion mundial con un alto impacto en la salud publica.

v Codén: Se refiere a un triplete, es decir a una secuencia de 3 nucleotidos, bien sea en la
hebra codificante del ADN, o en el ARNm, y que representan a un aminoacido

especifico en el coédigo genético cuando pasa por el proceso de traduccion, aunque
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algunos codones no se traducen a aminoacidos especificos sino a secuencias de

terminacion de sefial y funcionan anunciando el final de este proceso de traduccion.

v Deriva genética: hace referencia a un mecanismo evolutivo en donde se producen

fluctuaciones al azar en las frecuencias alélicas de una a otra generacion.

v" DHFR: Dihidrofolato reductasa; enzima que reduce el acido dihidrofolico a acido

tetrahidrof6lico, utilizando NADPH como donador de electrones.

v Ensembl: Se trata de un sistema de software que produce y mantiene anotaciones
automaticas en los genomas eucariotas seleccionados; es una base de datos
bioinformatica en donde se encuentran condensadas las investigaciones acerca de los
diferentes genes y se actualiza cada cierto tiempo, se considera la base méas completa de

datos gendmicos.

v Ensamblaje viral: secta etapa -paso- del ciclo de infeccion del virus de la
inmunodeficiencia humana, en ella se forman las nucleocapsides inmaduras en el

citoplasma. Comienza a actuar la proteasa permitiendo la maduracion del virion.

v Euploide: Se le llama euploide a una persona con el nimero normal de pares de

cromosomas, 23 pares de cromosomas, sin ningin cromosoma extra ni faltante.

v FAD: flavin adenin dinucleétido; es una molécula compuesta por una unidad de
riboflavina, unida a pirofosfato que se encuentra unido a ribosa que estd unida a una
adenina. De manera mas sencilla podemos definirla como la forma oxidada de una
coenzima que interviene en reacciones de 6xido -reduccién en vias metabolicas, esta

misma coenzima en su forma reducida llevara la abreviatura de FADH?2
FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion

FBPs: proteinas de union al folato, proteinas que hacen parte del ciclo del folato

ayudando en el transporte del mismo.
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Flavoproteina: Proteina que contienen un nucledtido derivado de la vitamina
B2conocido como la flavin adenin dinucleétido (FAD) o flavin mononucleétido

(FMN).

Frecuencia alélica: término usado para cuantificar la variacion genética, medida de la
presencia de un alelo determinado en una poblacidn, en otras palabras se refiere a la
proporcion de todos los alelos de un gen en una poblaciéon que corresponden a ese

mismo tipo.
Frecuencia genotipica: frecuencia de un genotipo dado dentro de una poblacion.
FRs: receptores de folato primordiales en el metabolismo del folato

Gemacion (en relacion con VIH): séptima y Gltima etapa-paso- del ciclo de infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana, El segmento proteico pl17 permanece
unido a la membrana celular del huésped y a la capside del nuevo viridon, cuando el
virion se separa del huésped, el p17 "rasga" parte de la membrana celular y el virion

sale de la célula.

Gen supresor de tumor: Gen capaz de fabricar una proteina conocida como proteina
supresora de tumores, que permite controlar el crecimiento celular, evitando
crecimientos anormales; Sin embargo, cualquier alteracion/mutacion en este tipo de

genes conduce sin duda alguna a la propagacion tumoral ( cancer).

Genotipo: se refiere al conjunto de genes que permanece invariable durante toda la

vida independiente del entorno y es heredado de los progenitores.

HapMap: abreviatura que hace referencia al proyecto internacional HapMap que
relacionar las variaciones en secuencias del ADN humano con los genes que se asocian

a patologias.

Hardy- Weinberg (principio): Una poblacion cuyo apareamiento se realice al azar da
lugar a una distribucion en equilibrio de genotipos después de tan solo una generacion,
de manera que se conserva la variacion genética. Cuando se cumplen las suposiciones,

la frecuencia de un genotipo es igual al producto de las frecuencias alélicas.
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v Heterocigoto: Significa que la herencia de un gen se realiza con dos alelos diferentes

uno proveniente del padre y otro de la madre no idénticos.

v" Hipotesis alternativa: En genética de poblaciones es aquella que afirma que las

frecuencias alélicas para un caracter no estan en equilibrio

v" Hipotesis nula: En genética de poblaciones es aquella que afirma que las frecuencias
alélicas para un caracter en una poblacion dada se encuentran en equilibrio de Hardy

Weinberg.

v Homocigoto: Significa que la herencia de un gen se realiza con dos alelos idénticos, o

los dos del padre o los dos de la madre

v" Homocisteina: (Hcy) Aminoacido azufrado indispensable en el metabolismo celular

para la transferencia de grupos metilo.

v" Integracion (respecto al VIH): se trata de la cuarta etapa —paso- del ciclo de vida del
virus de la inmunodeficiencia humana, en ella, el ADN recién formado se incorpora al

genoma del huésped mediante la accidon de la enzima integrasa

v" Islas CpG: Regiones de ADN en donde se encuentra una gran concentracion de
Citosina (C) y Guanina (G) enlazados por medio de fosfato (p); conforman el 40% de
los genes de los mamiferos. El tamaiio de estas regiones debe ser igual o mayor a
500pb, con porcentaje de GC mayor a 50 y promedio de CpG entre observado y
esperado mayor de 0,6. En realidad, estas regiones permiten diferenciar a los genes
constitutivos también llamados "housekeeping"” que hacen parte del 70% de los genes
del genoma y su promotor tiene un 0,61 de CpG, de los genes de tejidos especificos que
representan el 30% de los genes faltante y tienen un valor de CpG menor promediado

en 0,23.
v Kkb: kilo-bases

v KIR: Receptores de células Natural Killer que poseen alelos que actiian como factores
protectores del huésped ante infeccion por los virus, incluido el VIH, asociandose con

el progreso o no de la viremia.
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v" Missense: proveniente del inglés Missense, se refiere a un tipo de mutacion con cambio
de sentido, también conocida como mutacion contrasentido o de tipo erréneo, en
realidad se trata de una mutacion puntual no sinénima en donde se presenta un cambio
en un unico nucledtido que genera un codén que codifica para otro aminoacido

diferente.
v" MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa enzima.

v'  MTHFR: Gen que codifica para la enzima Metilentetrahidrofolato reductasa, den de

Metilentetrahidrofolato reductasa.
v OAT: Transportador de Aniones Organicos, principalmente multiespecificos.
v" OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

v" Oncogén: Gen con alta capacidad mutacional que induce la transformacién de una

célula normal en una célula tumoral.

v Ortologo: Secuencia homologa a otra que se han separado la una de la otra por eventos

de especiacion.
V" pb: pares de bases

v PCFT: Transportador de folato acoplado a protones, proteinas especializadas para

transportar folato.

V" Penetracion: se trata de la segunda etapa — paso del VIH en su ciclo de vida, hace parte
de la historia natural de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana, en
donde este penetra en la célula mediante fusion de su envoltura con la membrana

celular.

v Pneumocystis carinii: Microorganismo de tipo oportunista, clasificado como hongo
unicelular atipico que produce infecciones altamente mortales, generalmente neumonias

afectando principalmente a personas con algin estado de inmunosupresion.
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v" Poblacion: Individuos de una misma especie que habitan dentro de una zona geografica
especifica; genéticamente hace referencia a un grupo de individuos que tienen un

acervo genético comun con la posibilidad de aparearse.

v Polimorfismo: Variacion en la secuencia, en un sitio especifico del ADN entre los
sujetos de una poblacion; otra manera de definir un polimorfismo es decir que se trata
de multiples alelos de un mismo gen dentro de una poblacion capaces de producir

cambios que se traducen en diferentes fenotipos.

v Protooncogen: son genes que promueven el crecimiento y la division celular. Se trata
de un gen que participa en el crecimiento normal de las células, pero que ante
mutaciones o variaciones en ¢l puede convertirse en un oncogén formador de células

cancerosas.

v Prueba del Chi — cuadrado: Prueba hipotética util para determinar si las frecuencias

alélicas se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg
v RFC: proteina portadora de folato reducido

v" SAM: S- adenosilmetionina; co-sustrato comun que interviene en la transferencia de
grupos metilo. Se encuentra compuesta de adenosina trifosfato (ATP) y metionina,

mediante la enzima metionina adenosiltransferasa.

v Sarcoma de Kaposi: Se trata de una enfermedad en la que se desarrollan tumores de
comportamiento maligno en piel, mucosas, ganglios linfaticos y 6rganos del tubo
digestivo, es detectada por pruebas diagnodsticas que determinen la presencia de tumores

en piel, pulmones y tejidos gastrointestinales.

v" SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, enfermedad de alto impacto en salud
publica a nivel mundial, que en su gran mayoria se transmite por contacto directo con
fluidos y secreciones corporales, producida por el retrovirus VIH que generan una
pérdida gradual de linfocitos T hasta debilitar el sistema inmune, sistema de defensa del

ser humano.
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v SNP: del inglés Single Nucleotide Polimorfism, polimorfismo de un solo nucleotido,

variacion de un solo nucleétido.

v Transcripcién ( en relacién con VIH): quinta etapa —paso- del ciclo de infeccion por
el virus de la inmunodeficiencia humana, en este paso que sucede en el ntcleo, la
informacion contenida en el ADN viral se transcribe a ARNm, para la construccion de

NUEVos Virus.

v Transcripcion inversa (en relacién con VIH): tercera etapa —paso — de la historia
natural de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana; en esta etapa,
posterior a la liberacion del material genético y de las enzimas, la transcriptasa inversa
usando como molde el ARN del virus, sintetiza una hebra de ADN (transcripcion
inversa) que posteriormente se convierte en un ADN lineal bicatenario. Este proceso es
muy importante para que el genoma del virus pueda ser integrado al ntcleo celular.

Luego la ribonucleasa (de la transcriptasa inversa) destruye el ARN original.

v" VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana, retrovirus.
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