eCiMED

7 eomoniaL ciencias Médichs Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2024;43:e2771

Articulo original

Polimorfismo C677T del gen metilenetetrahodrofolato reductasa
en madres con descendencia afectada por defectos congénitos folato-
sensibles

Polymorphism of the methylenetetrahydrofolate reductase gene
in mothers with offspring affected by folate-sensitive birth defects

Noel Taboada Lugo'* http://orcid.org/0000-0002-1254-8087

Manuela Herrera Martinez' http://orcid.org/0000-0002-5021-6091

Raul Pablo Ferreira Capote? http://orcid.org/0000-0002-1534-2789

Luis Enrique Almaguer Mederos® http://orcid.org/0000-0003-0887-2359

Teresa Collazo Mesa? http://orcid.org/0000-0002-3984-9189

'Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara. Cuba.
“Laboratorio Biologia Molecular, Centro Nacional de Genética. La Habana, Cuba.

3Centro para la Rehabilitacién e Investigacién de las Ataxias. La Habana, Cuba.

"Autor para la correspondencia: noeltl@infomed.sld.cu

RESUMEN

Introduccion: En el origen de los defectos congénitos influyen factores
ambientales, como el déficit de consumo de acido folico, y factores genéticos,
como los polimorfismos génicos.

Objetivos:  Relacionar el polimorfismo materno C677T del gen
metilenetetrahodrofolato reductasa y la aparicion de defectos congénitos folato-
sensibles en la descendencia.
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Métodos: Se realiz6 un estudio observacional analitico de casos y controles
poblacionales. Se incluyeron 90 madres con descendencia afectada por cinco
tipos de defectos congénitos folato-sensibles entre 2013 y 2018 en la provincia
de Villa Clara. Se les realizé la genotificacion del polimorfismo C677T del gen
metilenetetrahodrofolato reductasa.

Resultados: La frecuencia del genotipo homocigético TT resulté de 0,14 y 0,06 en
las madres de casos afectados y las del grupo control, respectivamente. Se
identifico una asociacion entre el polimorfismo materno y los defectos congénitos
en la descendencia, en el modelo de codominancia y el modelo recesivo.

Conclusiones: La mayor frecuencia del genotipo homocigotico TT, en las madres
con descendencia afectada, se relaciona con la disminucion descrita para la
actividad enzimatica de la metilenetetrahodrofolato reductasa en este genotipo.

Palabras clave: defectos congénitos; acido folico; defectos del tubo neural folato-
sensibles; polimorfismo genético; estudios de asociacion genética.

ABSTRACT

Introduction: The origin of congenital defects is influenced by environmental
factors, such as folic acid intake deficit, and genetic factors, such as gene
polymorphisms.

Objectives: To find the relation between the maternal C677T polymorphism of the
methylenetetrahydrofolate reductase gene and the appearance of folate-sensitive
congenital defects in the offspring.

Methods: A population-based observational case-control analytical study was
performed. Ninety mothers with offsprings affected by five types of folate-
sensitive congenital defects between 2013 and 2018 in Villa Clara province were
included. They underwent genotyping of the C677T polymorphism of the
methylenetetra gene.

Results: The frequency of the homozygous TT genotype was 0.14 and 0.06 in the
mothers of affected cases and those of the control group, respectively. An
association between maternal polymorphism polymorphism and congenital
defects in the offspring, in the codominance model and the recessive model.

Conclusions: The higher frequency of the TT homozygous genotype, in mothers
with affected offspring, is related to the decrease described for
methylenetetrahydrofolate reductase enzyme activity in this genotype.
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Introduccion

Los defectos congénitos no sindromicos tienen un origen multifactorial,
relacionado con factores genéticos y ambientales. Entre los factores ambientales
se encuentra la deficiencia materna de folato. El término defectos congénitos
folato-sensibles se utiliza cuando se ha comprobado una disminucion de la
frecuencia de esta vitamina, luego de la suplementacion materna preconcepcional
o la fortificacion de alimentos con acido félico.(*? La vitamina B9 desempefia un
rol crucial en la regulacion epigenética del desarrollo embriofetal y resulta
esencial para diferentes procesos vitales, como los de division celular y
crecimiento.®

Los factores genéticos incluyen polimorfismos en genes vinculados al
metabolismo del folato, como el metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Se
han descrito mas de 40 polimorfismos del gen MTHFR: el C677T se considera,
clinicamente, el mas importante por su influencia en la reduccién de la forma
biolégicamente activa del acido félico. La prevalencia del alelo T de esta variante
de secuencia oscila entre un 24 y 64 % en la poblacion europea, un 48 % entre los
norteamericanos, un 35 % en la poblacion africana, y alrededor de un 2y 63 % en
poblaciones asiaticas.®*56"

En Cuba no existen evidencias de estudios previos sobre la asociacion entre el
polimorfismo C677T del gen MTHFR y los defectos congénitos; por consiguiente,
el presente estudio tuvo como objetivo relacionar el polimorfismo materno C677T
del gen metilenetetrahodrofolato reductasa y la aparicion de defectos congénitos
folato-sensibles en la descendencia.
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Métodos

Se realizé un estudio observacional analitico de casos y controles poblacionales
entre los anos 2013 y 2018 en la provincia de Villa Clara. Se incluyeron 90
madres con descendencia afectada por cinco tipos de defectos congénitos
folato-sensibles y se les hizo la genotificacion del polimorfismo de nucleétido
simple C677T del gen MTHFR. Los casos se obtuvieron del Registro Cubano de
Malformaciones Congénitas (RECUMAC) y el Registro Cubano Prenatal de
Malformaciones Congénitas (RECUPREMAC) del Centro Provincial de Genética
Médica de Villa Clara.

La poblacion se constituyé por 22 madres cuyos hijos padecian cardiopatias
congénitas conotroncales (Cédigo CIE-10: Q20-Q28), 24 con defectos del tubo
neural (Codigo CIE-10: Q00, Q01, Q05), 18 con hendiduras labio-palatinas (Cédigo
CIE-10: Q35-Q37), 16 con sindrome de Down (Cédigo CIE-10: Q90) por trisomia
21 libre y 10 con gastrosquisis (Cédigo CIE-10: Q793).®

Se incluyeron como controles 45 madres con descendencia sin ningun defecto
congénito. A toda la poblacion se le genotip6 el polimorfismo C677T. Para ello se
le tom6 a cada madre una muestra de 5 ml de sangre venosa por puncion
antecubital; la sangre se transfirié a tubos estériles de polipropileno con 200 pL
de EDTA y se refrigeré a -20°C hasta la extraccion del ADN, que se hizo de manera
automatizada mediante el sistema modular QlAsymphony SP en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Centro Nacional de Genética Médica.

El polimorfismo C677T del gen MTHFR se estudio con PCR/RFLP a través de
protocolos estandarizados.®” Los fragmentos obtenidos de la digestion
enzimatica se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Se
definieron las siguientes variables:

- Alelos: cada una de las dos formas alternativas del polimorfismo
C677T, segun la corrida electroforética. Valores finales: alelo C o alelo T.

- Genotipo: combinacion dos a dos, de alelos para el polimorfismo
C677T, caracteristicos de cada individuo; segun la corrida electroforética.
Valores finales: homocigotico CC, heterocigético CT u homocigético TT.

Dado el limitado numero de estudios moleculares en las madres del grupo
control, se utilizaron, previa autorizacion del investigador principal, los resultados
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de la genotificacion de 130 controles provenientes del Unico estudio poblacional
sobre este polimorfismo en Cuba.(” Esta practica resulta habitual en los estudios
internacionales multicéntricos.

Los datos de la genotificacion del polimorfismo C677T del gen MTHFR se
introdujeron en una base de datos mediante el programa SPSS. Como
estadigrafo de frecuencia se uso el porcentaje. Se empled la décima de hipotesis
de independencia u homogeneidad, a través de la estimacion del estadigrafo Chi
cuadrado (X?) de Pearson para comparar la frecuencia de los diferentes
genotipos entre los casos y controles, y entre los diferentes tipos de defectos
congénitos folato-sensibles.

Para verificar si el polimorfismo C677T se hallaba en equilibrio génico de Hardy-
Weinberg en el grupo de 173 controles, se calcul6 el Chi cuadrado de bondad del
ajuste. Previo a la incorporacion de las muestras al grupo control, se valoro el
equilibrio génico de Hardy-Weinberg en los controles de cada provincia por
separado.

Obtenidos los genotipos correspondientes al polimorfismo de los casos y los
controles, y comprobada la existencia de equilibrio génico de Hardy-Weinberg, se
estudiaron modelos de asociacion genética de relaciones hipotéticas, bajo siete
referencias de dominancia entre los alelos cuatro de codominancia, y los
modelos de dominancia, recesividad y aditivo. Para determinar la asociacion
genética se utilizo el paquete estadistico Microstat; se calculo el valor del Chi
cuadrado de Pearson para dos grados de libertad, la p asociada, el Odds Ratio y
el intervalo de confianza al 95 %. Se empled un nivel de significacion a = 0,05.

La investigacion se aprobo por el Comité de Etica de la Unidad de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara.
Las madres incluidas en el estudio consintieron participar en la investigacion, y
autorizaron la toma de muestras bioldgicas y la extraccion de ADN.

Resultados

La frecuencia del genotipo homocigético TT fue de 0,14 (13/90) y 0,06 (11/173),
respectivamente, en las madres con hijos con defectos congénitos folato-
sensibles y las madres del grupo control, diferencias consideradas significativas
(p = 0,041). El alelo T tuvo una frecuencia de 0,37 (66/180) en los casos y 0,32
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(109/346) en los controles. Las frecuencias alélicas entre casos y controles no
resultaron diferentes para ninguno de los dos alelos (tabla 1).

Tabla 1 - Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR en
casos y controles

Genotipos (Frecuencia genotipica) Alelos (Frecuencia alélica)
cC CT T n c T n
Casos 37(041) | 40(044) |[13(014) | 90 | 114(063) | 66(037) | 180
Controles | 75(0,43) | 87(0,50) | 11(0,06) | 173 | 237(0,68) | 109(0,32) | 346
p 0,793 0,435 0,041 0,242 0,242

Grupos

Las frecuencias genotipicas mas elevadas se observaron para el genotipo
mutado TT en las madres de casos con deterioro del tubo neural, seguido por
hendiduras labio-palatinas y cardiopatias congénitas conotroncales; mientras
que las frecuencias alélicas mas altas para el alelo mutado T se constataron en
las madres de hijos con deterioro del tubo neural, cardiopatias congénitas
conotroncales y sindrome de Down. La distribucion de frecuencias de los
genotipos y los alelos en la muestra de casos con diferentes defectos congénitos
folato-sensibles resultdé homogénea (tabla 2).

Tabla 2 - Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR en
los diferentes tipos de defectos congénitos

Genotipos (Frecuencia genotipica) x? Alelos (Frecuencia alélica) X2
oe CC CT TT n Valor p C T n valor p
CCCT 8(0,36) 11 (0,50) 3(0,14) 22 27 (0,61) 17 (0,39) 44
DTN | 7(029) | 12(050) | 5(021) | 24 | 11,85 | 0458 | 26(054) | 22(046) | 48
HLP 8 (0,44) 7(0,39) 3(017) 18 23(0,64) 13 (0,36) 36 2,61 0,624
(

SD 6(038 | 8(050) | 2(012) | 16 20(062) | 12(038) | 32
GS 8(0,80) | 2(020) | 0(000) | 10 18 (0,90) 2(010) | 20

Leyenda: DC: defectos congénitos; CCCT: cardiopatias congénitas conotroncales; DTN: deterioro del tubo neural; HLP:
hendiduras labio-palatinas; SD: sindrome de Down; GS: gastrosquisis.

En la tabla 3 se muestran los diferentes modelos de asociacion genética en el
polimorfismo C677T del gen MTHFR en el grupo de madres de casos con los
cinco tipos de defectos congénitos folato-sensibles y los controles. Se
observaron diferencias significativas en el modelo de codominancia TT vs. CT
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[OR 2,57 (IC 95 % 1,06-6,23) (p = 0,033)] y el modelo recesivo TT vs. CT + CC [OR
2,48 (IC) 95 % 1,06 -5,80) (p = 0,031)].

Tabla 3 - Estudios de asociacion alélica del polimorfismo C677T del gen MTHFR en las
madres de casos y controles

o Genotipos (%) OR (95% IC) X2
Modelos de asociacion
TT CT CcC TTvs.CC Valor p
Modelo de codominancia
Casos 13 (14,44) | 40 (44,44) | 37 (41,17)
2,40 (0,97 - 5,85) 3,77 0,052
Controles 11 (6,36) 87 (50,29) | 75 (43,35)
. . TTvs.CT
Modelo de Codominancia
2,57 (1,06 -6,23) 4,52 0,033
. . CTvs. CC
Modelo de Codominancia
0,93 (0,54 - 1,60) 0,06 | 0,799
CCvs. TT

Modelo de Codominancia
0,41 (0,17 -1,02) 3,77 | 0,052

Modelo de dominancia

CT+TT CcC CT+TTvs. CC
Casos 53 (58,89) 37 (41,11) 012 | 0,727
1,09 (0,65 -1,83)
Controles 98 (56,65) 75 (43,35)
Modelo recesivo
TT CT+CC TTvs.CT+CC
Casos 13 (14,44) 77 (85,56) 465 | 0,031
2,48 (1,06 - 5,80)
Controles 11 (6,36) 162 (93,64)
Modelo aditivo
T C Tvs.C
Casos 66 (36,67) 114 (63,33) 1,25(086-1,83) | 141 | 0233
Controles 109 (31,50) 237 (68,50)
Discusion

Las investigaciones para evaluar equilibrio génico y los analisis para detectar
asociacion genética, entre polimorfismos y entidades clinicas, se realizan, por
regla general, en estudios colaborativos con muestras de varias
poblaciones.®'®"V En el presente estudio, mas de la mitad del grupo control eran
heterocigotas (CT) y alrededor de un 6 %, homocigotas (TT9). La frecuencia del
alelo mutado T se destaco mas en el grupo de casos que en los controles, lo cual
coincide con Nauman y otros'? quienes observaron que la frecuencia de los
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genotipos TT y CT era mayor en las mujeres con descendencia con defectos
congénitos que en el grupo control; igualmente, el alelo T superé al C en los
casos.

La frecuencia de heterocigotos CT del grupo control resulté inferior a la
identificada en un estudio poblacional hecho en Colombia (52,6 %); mientras que
la frecuencia de individuos homocigéticos para el alelo de riesgo T en la
poblacién colombiana duplicé (13,2 %) a la constatada en el presente trabajo.'¥

Las madres de los casos con deterioro del tubo neural mostraron las frecuencias
genotipicas mas elevadas del genotipo homocigoto TT. Esto se corresponde con
lo descrito por Cai y otros."” Para algunos investigadores el polimorfismo
MTHFR C677T se asocia con un aumento de la susceptibilidad para el deterioro
del tubo neural y para otros no, lo cual puede relacionarse con diferentes ajustes
de las variables. Se requieren muestras mas grandes para obtener resultados
mas sélidos.®'®1" Sin embargo, en el oeste de México al comparar la frecuencia
de dos polimorfismos en el gen MTHFR entre 101 recién nacidos con deterioro
del tubo neural y 247 controles no hubo evidencias de que el estado de
homocigocidad TT estuviera vinculado con este defecto.'®

Las frecuencias genotipicas mas elevadas del genotipo homocigoto TT, luego del
deterioro del tubo neural, resultaron hendiduras labio-palatinas y cardiopatias
congénitas conotroncales; debido a que el tubo neural, la cavidad oral y el tracto
de salida del corazén se relacionan embriolégicamente.("""'? La asociacién del
polimorfismo materno C677T y la hendidura labio-palatina se ha observado por
varios autores. Investigadores italianos encontraron que el genotipo homocigoto
TT en las madres incremento el riesgo en la descendencia de presentar el labio
con o sin paladar hendido.?® En cambio, otros estudios no hallaron asociacién
entre el polimorfismo en las madres y los defectos congénitos en la
descendencia.”

En cuanto a las cardiopatias congénitas, existen controversias a la hora de
arribar a conclusiones especificas.?? En este trabajo, la frecuencia genotipica
para el genotipo homocigotico TT en las madres de los casos con cardiopatias
congénitas conotroncales resulté inferior a la constatada por Raina y otros,®
quienes, en un estudio de casos y controles de base hospitalaria, identificaron
una frecuencia del genotipo homocigético TT de 0,40. Asimismo, cientificos
egipcios demostraron relacion significativa entre el polimorfismo C677T vy las
cardiopatias congénitas conotroncales, con mayor relevancia en el modelo de
asociacion aditivo entre los alelos T vs. C (OR 1,85, 95 % Cl: 1.41-2.43; p <
0,0001).%4

{cc) EREDEEI| Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

7 eomoniaL ciencias Médichs Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2024;43:e2771

Las frecuencias génicas mas altas para el alelo T se observaron en las madres
de los casos con deterioro del tubo neural y cardiopatias congénitas
conotroncales, sequidos por sindrome de Down y hendiduras labio-palatinas. Li y
otros® sefalan el vinculo entre el menor alelo T en las madres y su
descendencia con deterioro del tubo neural, cardiopatias congénitas, sindrome
de Down y hendiduras labio-palatinas.

La deficiencia de acido félico y los polimorfismos del gen MTHFR alteran la
metilacion del ADN y la segregacion cromosdmica. Las irregularidades en el
patron de metilacion de los centromeros conllevan a la formacion aberrante de
los cinetocoros, lo cual provoca una segregacion anormal de los cromosomas
durante la meiosis.?®?"?® Aunque la literatura cientifica no indica consenso
sobre la relacion entre los polimorfismos del gen MTHFR y la aparicion del
sindrome de Down, en diferentes poblaciones se ha hallado asociacién.?”

La informacion obtenida en seres humanos y modelos animales apunta que el
origen de la gastrosquisis se encuentra en el cierre defectuoso del anillo
umbilical y la ruptura del amnios. Estos dos eventos podrian ocurrir por la
activacion de una via patogénica comun en la que convergen un factor con
potencial inductor y algun tipo de predisposicion genética en los embriones
afectados.?® Al considerar la dualidad de un posible mecanismo patogénico
vascular/trombdtico en la génesis de la gastrosquisis, Makhmudi y otros®?
estudiaron tres polimorfismos, y solamente el C677T se relacioné con la
gastrosquisis.

Este estudio no reconocio el genotipo homocigoto TT en ninguna de las madres
con descendencia afectada por gastrosquisis, quizas porque solo se genotiparon
10 casos con este defecto congénito; ademas de la baja frecuencia del menor
alelo del polimorfismo C677T en la poblacion. Las asociaciones alélicas
encontradas para la presencia del alelo T, por la deficiencia materna de acido
folico, se corresponde con lo referido en la literatura. Diferentes publicaciones
describen una correlacion significativa entre los polimorfismos del gen MTHFR y
los defectos congénitos de origen multifactorial.1415202231.32.33)

Un metaanalisis con los mismos tipos de defectos congénitos folato-sensibles
del presente estudio, excepto la gastrosquisis, vinculo el genotipo de riesgo TT
en las madres con las cardiopatias congénitas y el deterioro del tubo neural en
su descendencia, excepto para el modelo de codominancia (TT vs. CC) y el
modelo de dominancia (TT + TC vs. CC); en el caso de las madres con sindrome
de Down y hendiduras labio-palatinas, el riesgo se evidencié en el modelo de
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codominancia (TC vs. CC).?® La asociacién en los modelos de codominancia (TT
vs. CT) y el modelo recesivo (TT vs. CT + CC) resulta la mas frecuentemente.®%%

Se concluye que la mayor frecuencia del genotipo homocigético para el menor
alelo T en las madres con descendencia con defectos congénitos folato-
sensibles, en particular los del tubo neural, se halla potencialmente relacionada
con la disminucion de la actividad enzimatica de la MTHFR en este genotipo.
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