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RESUMEN

Silvana Abigail Vazquez Rodriguez Fecha de Graduacion: Julio de 2016
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: ASOCIACION DEL POLIMORFISMO C677T DEL GEN
MTHFR CON PERFILES LIPIDICOS EN UNA POBLACION
ESTUDIANTIL DEL NORESTE DE MEXICO

Numero de paginas: 72 Candidato para el grado de Maestria en
] Ciencias con Orientacion en Farmacia
Area de Estudio: Farmacia

Propodsito y Método del Estudio: Las dislipidemias son alteraciones metabdlicas de los lipidos, ademas
de ser consideradas como un factor de riesgo cardiovascular ya que su prevalencia es muy comun a nivel
mundial y en nuestro pais se encuentra ligado fuertemente a la epidemia de obesidad. De acuerdo a su
etiologia se clasifican en primarias y secundarias, siendo estas ultimas el resultado de una mala
alimentacién, enfermedades, farmacos y variaciones en la estructura del genoma, denominadas
polimorfismos genéticos, cuyos cambios aumentan la susceptibilidad a padecer una determinada
enfermedad. En este estudio se analiz6 el polimorfismo C677T del gen metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), una enzima clave en el metabolismo del acido félico y de algunos farmacos como el metotrexato
(MTX), y que actualmente, las recientes investigaciones lo han relacionado con las dislipidemias. Se realizé
un estudio aleatorio con un total de 139 muestras previo consentimiento informado debidamente firmado y
se les tomd muestras de sangre para llevar a cabo el perfil lipidico, posteriormente se realizé la extraccion
de DNA para cada una de las muestras y se sometieron a analisis genotipico por medio de PCR-RFLP para
finalmente obtener resultados a través de la realizacién del andlisis estadistico.

Contribuciones y Conclusiones: Determinar el genotipo de cada paciente nos permitira establecer el
probable impacto del polimorfismo C677T del gen MTHFR en las dislipidemias. En este trabajo las
concentraciones urea (p=0.012), triglicéridos (TG) (p=0.014), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
(p=0.017) y la relacion de colesterol total (CT)/ lipoproteinas de alta densidad (HDL) (p=0.036), mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tres genotipos de MTHFR para el grupo de IMC<25
(p<0.05), ademas se utilizé la prueba de Tukey y se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las variables bioquimicas antes mencionadas y el genotipo TT del gen MTHFR. En el grupo IMC>25,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de las variables
bioquimicas entre los distintos genotipos. En cuanto a la frecuencia alélica y genotipica, en el grupo IMC<25,
el genotipo predominante es el CT con 48.19%, seguido del CC con 44.58% vy finalmente el TT con 7.23%.
Por otro lado, el genotipo mas comun que se encuentra en el grupo de IMC>25 es el CC con el 53.57%,
seguido de CT y TT con 33.57% y 12.50%, respectivamente. Se calculd el Equilibrio de Hardy-Weinberg y
X2 y se observé que no hay diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, por lo que se
puede decir que la poblacién se encuentra en equilibrio. Finalmente, se realizé una regresion logistica a
través de un modelo codominante para el grupo IMC>25 y se obtuvo como resultado que el OR para el
genotipo TT en comparacion con el genotipo CC se estim6 como 1.40 (IC 95%: 0.44-4.70), mientras que el
OR del genotipo CT fue de 0.60 (IC 95%: 0.28-1.20). Por otro lado, para determinar el riesgo de dislipidemia
se determiné el OR de 1.16 (IC 95% 0.41-3.30) para el genotipo CT, mientras que para el genotipo TT, el
OR fue de 1.34 (IC 95%: 0.25-7.2), por lo tanto, se puede concluir que el genotipo TT se encuentra asociado
a riesgo cardiovascular.
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CAPITULO 1

Introduccién

1.1. Enfermedades cardiovasculares (ECV)

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ECV son
un conjunto de patologias que afectan al corazén y a los vasos sanguineos’. De
acuerdo a su localizacion y etiologia, se clasifican en cuatro grupos que
comprenden a las enfermedades isquémicas cardiacas, enfermedades
cerebrovasculares, enfermedades vasculares periféricas y otras enfermedades
cardiovasculares que no caen dentro de las categorias antes mencionadas (ver

figura 1)

Enfermedades
Cardiovasculares
(ECV)

Cardiopatia Enfermedad Enfermedad
2 i e Otras ECV
isquémica cerebrovascular vascular periférica
L Corazén Cerebro L l}/llen?bros Cardlc’)p_atla
inferiores congénitas

Cardiopatia

Isquémicas e
reumética

Hemorragicas

Figura 1. Clasificacion de enfermedades cardiovasculares



Las cardiopatias isquémicas, enfermedades cerebrovasculares y
enfermedades vasculares periféricas se producen cuando hay una disminucién
en el calibre de los vasos sanguineos debido a la formacion de placas
ateromatosas en el endotelio vascular causando desde trombos y necrosis tisular

hasta la rotura de la placa y/o vaso acompafado de extravasacion de sangre®.

Por otra parte, si hay presencia de lesiones anatdmicas en el corazén
desde el nacimiento se habla de cardiopatias congénitas*, mientras que las
cardiopatias reumaticas se manifiestan como consecuencia de una infeccidon

faringea causada por microorganismos del género Streptococcus®.
1.1.1. Epidemiologia y costos de las ECV

Las estadisticas muestran que las ECV causan 17.5 millones de muertes
al afio® y se estima que para el 2030 se alcanzara la cifra de 23.6 millones, por lo
tanto, se le considera un problema de salud publica a nivel global’. En nuestro
pais constituye la primera causa de muerte y su incidencia va en aumento debido

a la fuerte conexion que existe con la epidemia de obesidad®.

A nivel socioecondmico, las ECV tienen un fuerte impacto financiero ya
que a menor productividad laboral mayor es el costo para el sector salud en el
tratamiento de enfermedades derivadas y por ende, disminucion en la calidad de

vida de los pacientes”®.



Por ello es necesario hacer hincapié en la cultura de la prevencion primaria
es decir, poner especial atencion en los factores de riesgo que provocan las ECV
y a los que la poblacién esta expuesta, para asi evitar un aumento en las cifras

de mortalidad y los costos que conllevan éstas .
1.1.2. Factores de riesgo cardiovascular

La historia de las enfermedades cardiovasculares se remota a finales del
siglo XIX y principios del siglo XX, cuando la Revolucion Industrial trajo consigo
multiples cambios a la sociedad'?. En las grandes ciudades se establecié una
dieta estrictamente urbana que consistia en un mayor consumo de grasas
saturadas y azUcares refinados'®. Por otra parte, la automatizacién en la industria
hizo que se prescindiera de la mano de obra y por lo tanto hubo una reduccién

en la actividad fisica haciendo hincapié en el sedentarismo™.

Es en esta misma época y de manera independiente, cuando los patologos
Rudolph Virchow'®, Karl Rokitansky'®, Félix Marchand' y Adolph Windaus'®,
intentan explicar la fisiopatologia de las ECV; pero ninguno de ellos propuso un

método experimental para demostrar sus teorias'®.

Mientras tanto, en Rusia, los médicos Alexander Ignatowsky y Nikolai
Anichkov indujeron por primera vez la formacion de placas ateromatosas,
utilizando como modelo de experimentacién conejos alimentados a base de leche

y huevos®.



La conclusion a la que llegaron fue que las proteinas presentes en la dieta
de los conejos eran las responsables de la formacién de ateromas; sin embargo,
esta idea fue refutada por Nikolai Stuckey y Sergei Chalatov en 1912, en donde
observaron que los conejos alimentados exclusivamente con yema de huevo

mostraban lesiones aterosclerdticas provocadas por el colesterol®'?,

Por cuestiones ajenas al estudio, los resultados de éste no salieron a la
luz publica sino hasta el afio de 1950, cuando el patélogo John Gofman los dio a

conocer a la comunidad cientifica a través de la revista Science®>?*.

Al mismo tiempo, surgieron estudios epidemioldgicos que tuvieron como
resultado el hallazgo de los factores de riesgo cardiovascular?®, los cuales
consisten en una serie de caracteristicas, que aumentan la probabilidad de
padecer una ECV y pueden ser modificables o no modificables tal y como se

muestra en la tabla 1 6.

Tabla 1. Factores de riesgo cardiovascular modificables y no modificables

Modificables No modificables
Hipertension arterial (HTA) Edad
Diabetes mellitus (DM) Género
Sobrepeso y obesidad Genética

Alimentacion rica
en grasas saturadas Etnicidad



1.2. Generalidades de los lipidos y el colesterol
1.2.1. Lipidos: Composicion quimica y funciones

Los lipidos constituyen un grupo amplio de moléculas organicas cuya
caracteristica principal es su hidrofobicidad; sin embargo, son altamente solubles
en disolventes organicos y de acuerdo a su estructura se clasifican en tres grupos

(ver figura 2) #'.

Simples Compuestos Complejos

[ | | 1
T 1 1 T 1 1
l Triglicéridos l Acidos grasos l Ceras I Fosfolipidos I Glucolipidos l Prostaglandinas l Terpenos l Esteroides

Figura 2. Clasificacién estructural de los lipidos

Los lipidos simples se componen de ésteres derivados de glicerol y acidos
grasos (acilglicéridos), donde R- son acidos carboxilicos de cadena larga, como
lo muestra la figura 3 2 Por otro lado, las ceras resultan de la fusion entre acidos

grasos superiores y alcoholes de alto peso molecular®®.

Cuando los lipidos simples se combinan con proteinas, carbohidratos y
fosforo se denominan lipidos compuestos®. Por otro lado, los llamados lipidos
complejos son aquellos que no entran en las categorias anteriores, tal es el caso

de las prostaglandinas, los terpenos, asi como el colesterol y sus derivados®’.



o | Grupo de éster

CH, 4—0—4C+—R

CH —o0J-CclrR
| 0
CH, 0t € = R"

Glicerol :
Acidos
grasos

Figura 3. Estructura general de los triglicéridos (TG)

Las funciones de los lipidos son diversas ya que forman parte de la

membrana celular, protegen érganos vitales, son una fuente energética y poseen

actividad como mensajeros quimicos®?.

1.2.2. Colesterol: Composiciéon quimica, funciones y fuentes
Los esteroides son una familia de compuestos organicos cuya estructura

general esta compuesta por cuatro anillos fusionados, siendo su maximo

representante el colesterol (ver figura 4)*°.

HO
Figura 4. Estructura del colesterol
El colesterol o 3-hidroxi-5,6-colestano es la molécula precursora de
vitaminas, hormonas y acidos biliares, su funciéon principal es la correcta

permeabilidad y la fluidez de la membrana celular y participa en la transduccién



de sefales a través de las balsas lipidicas™.

El colesterol proviene de dos fuentes: la via exégena, debido al consumo
de alimentos de origen animal y la via endégena por medio del acetil CoA en
donde interviene la hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa), una enzima clave en la regulacién de la sintesis que se lleva a cabo

multiples etapas (ver figura 5) *°.
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descarboxilasa
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>
HO HO
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>
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l ;
~
A*-reductasa
p>
HO HO
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Figura 5. Biosintesis del colesterol
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1.3. Estructura, clasificacion y metabolismo de las lipoproteinas
1.3.1. Estructura y funcién de las lipoproteinas

Los lipidos son altamente hidrofébicos por lo que dificiimente se
solubilizarian en los liquidos corporales. Sin embargo, éstos viajan
empaquetados en forma de micelas denominadas lipoproteinas, cuya funcién es
la de transportar lipidos (colesterol libre y esterificado, triglicéridos y fosfolipidos)

de manera mas facil a través del torrente sanguineo>®

Basicamente, las lipoproteinas estan constituidas por dos partes®. La
primera consiste en un nucleo hidrofébico compuesto por ésteres de colesterol y
triglicéridos, mientras que la superficie esta cubierta por una monocapa lipidica
de fosfolipidos y proteinas, denominada apolipoproteina la cual interactua con el
medio acuoso (ver figura 6) ®

Apolipoproteina

Ester del colesterol

Sl 3
(J
;". » ..""0. ‘.

Fosfolipido
} -: I,< r'“ggo Triglicérido
3N 2 2 TS

Colesterol 1§ t:.f?: o‘?ﬁ{.‘

libre VAT AL

7/ '
LA

Apolipoproteina
Apolipoproteina i vestAeriocl, 2014:25:41

Figura 6. Estructura de las lipoproteinas

1.3.2. Clasificacion y caracteristica de las lipoproteinas

Las lipoproteinas se clasifican en funcion de su densidad por
ultracentrifugacion, de tal manera que podamos determinar su fraccion
apolipoproteica y lipidica; por lo tanto, las lipoproteinas menos densas tienen

tamarfio mas grande y contienen mayor cantidad de lipidos>® (ver tabla 2)*°



Tabla 2. Caracteristicas de las lipoproteinas

Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL
Diametro (nm) 75-1000 25-70 20-30 20-28 4-10
Higado,
Sintesis Intestinal Higado VLDL IDL intestino y
plasma
Hepatica, tras
Hepatica su delipidacién
Eliminacién P ’ Transformacion o] Periféricay = .
tras su DL t f L hepati ¢Higado?
delipidacién a ransformacion epatica
aLDL
Transporte Tran;gorte
‘s Distribucion de e Distribucion de de colesterol
Funcién Distribucion de , colesterol a
colesteroly TG - TG enddgenos . dela
. : TG endogenos . las células -
intestinales residuales - periferia al
periféricas .
higado
Apolipoproteinas = B-48, A-l, A-ll, Aﬁ;'/’ /é'”b
principales A-IV,C,E B-100, C, E B-100, E B-100 ,E T
1.3.2.1. Quilomicrones

Son las lipoproteinas mas grandes, conformadas por un nucleo compuesto
alrededor de un 90% de TG*' y una superficie de fosfolipidos, colesterol libre y
proteinas, como la apolipoproteina B-48 (Apo B-48) seguida de otras fracciones
apolipoproteicas*’; se producen en las células de la mucosa intestinal y su
funcién es la de transportar los TG provenientes de la dieta*® desde el intestino

hacia el higado**, musculos y tejido adiposo™®.

1.3.2.2. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Las VLDL son particulas ricas en TG, pero a diferencia de los
quilomicrones, la apolipoproteina presente es la apolipoproteina B-100 (Apo B-
100)*®. Su funcion es la de transportar los TG, provenientes de la lipogénesis

endogena*’ que tiene lugar en el higado, llevandolos a los tejidos*®.



1.3.2.3. Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)

Durante la modificacién de las VLDL a lipoproteinas de baja densidad
(LDL), la lipoproteina lipasa (LPL), produce residuos de dicha reaccion*. A estos
ultimos se les conoce como lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y estan
formadas por ésteres de colesterol, apolipoproteinas B-100, E y TG*. Cabe
mencionar que las IDL poseen alta capacidad aterogénica®, es decir, inducen

lesiones en el endotelio vascular provocando ECV®2.

1.3.2.4. Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Las LDL son particulas compuestas de ésteres de colesterol (CE),
esfingomielina y Apo B-100°%. Son las responsables de transportar el colesterol
procedente del higado hacia el interior de las células, a través de un receptor de
LDL (LDLR)**. Las LDL al igual que las IDL son susceptibles a procesos
oxidativos, los cuales juegan un papel importante en el proceso de la

aterogénesis®°.
1.3.2.5. Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Conocido también como alfa-lipoproteina®® o popularmente llamado
“colesterol bueno” *’, las HDL son las lipoproteinas con mayor fraccién proteica,
siendo la apolipoproteina A-l (Apo A-l), la mas abundante®®. Cabe mencionar
que las HDL poseen 5 subtipos, los cuales son clasificados de acuerdo a

parametros como la morfologia, densidad de flotacién (r) y carga (ver tabla 3) *°.
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Tabla 3. Clasificacion de HDL

: . Densidad de Carga
ELUHERS Neeat flotacion (r) electroforética
. HDL2 .
HDL2a Discoidal (mayor densidad) Particula Pre-a
- HDL3 .
HDL2b Esférica (menor densidad) Particula Pre-$
HDL3a Particula a
HDL3b
HDL3c

Su funcién principal es la de transportar el exceso de colesterol desde los
tejidos periféricos hacia el higado en un proceso denominado “transporte reverso
de colesterol” (TRC)®. Ademas, poseen actividad anti-aterogénica®’,
antiinflamatoria®, antioxidante®®, inmunomoduladora® y juegan un papel

importante en la regulacion metabdlica de la glucosa®.

1.3.2.6. Lipoproteina(a) (LPA)

La LPA es una lipoproteina esférica descubierta en 1963°. Esta
conformada por una molécula de Apo-100 procedente de una LDL y una porcion

de apolipoproteina (a), unidas a través de un puente disulfuro (figura 7)°’.

Figura 7. Estructura de Lipoprotein(a)
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Cabe mencionar que los niveles séricos de LPA tienden a permanecer de
manera constante durante toda la vida®® siendo alterados en diversos estados
patoldgicos tales como artritis reumatoide (AR)%°, lupus eritematoso sistémico
(LES)™, infeccion por el virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH)"", uso de
hormonas esteroideas’?, trasplantes de 6rganos’®, HTA™ , DM"® e infarto agudo

al miocardio (IAM)’®.

Por otro lado, estudios epidemiologicos muestran que las concentraciones
plasmaticas de LPA varian entre los diferentes grupos étnicos’’. Esto es debido
a la existencia de alelos multiples en el gen que codifica dominios proteicos en
forma de bucles, llamados también unidades kringle 1V, que posee la
apolipoproteina (a)’®"®, lo que también explica en gran medida la alta variabilidad

dentro de una poblacion®.

Actualmente se desconoce la funcion exacta de la LPA pero se cree que
actua de manera similar a las LDL y LDL-ox (Lipoproteinas de baja densidad
oxidadas)®', en la que los macréfagos captan el LPA, transformandolo en “células
espumosas”, para finalmente depositarse en la pared arterial causando

disfuncion endotelial®® e iniciar un proceso inflamatorio aterogénico®:.

1.3.3. Clasificacion y caracteristica de las apolipoproteinas
Una apolipoproteina se define como la porcion proteica de una particula
de lipoproteina, cuya caracteristica principal es la de poseer alta afinidad de unién

al nucleo lipidico, tal y como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Estructura de apolipoproteina A-1 en HDL

Una apolipoproteina posee propiedades fisicas, quimicas e inmunoldgicas
unicas, asi como una gran capacidad para combinarse con otras moléculas tales
como lipidos u otros péptidos, de tal manera que existen una gran diversidad de
éstas®®; por lo tanto, es necesario contar con un sistema que nos permita

clasificarlas para evitar confusiones®.

Un ejemplo de ello, es la Clasificacién de Alaupovic, la cual nos ayuda a
designar las familias, tipos y subtipos de apolipoproteinas, a través de letras

mayusculas, nimeros romanos y arabigos, respectivamente (ver tabla 4)%’.

Tabla 4. Clasificacion de Alaupovic para apolipoproteinas

 Apolipoproteina Funcion

Apo A-l: Trasladar el colesterol esterificado a las HDL a través de
LCAT.
Apo A Apo A-ll: Inhibe a la LCAT y a la CETP (rol anti-aterogénico).
Apo A-IV: Forman parte de los quilomicrones en el intestino
delgado.
Apo B-100: Ensamblaje de LDL y VLDL, apolipoproteina
aterogénica.

Apo B Apo B-48: Ensamblaje de quilomicrones, traslado de lipidos
enddgenos.
Apo C-I: Estimula la produccién y metabolismo de VLDL y HDL.
Apo C Apo C-II: Actia como cofactor para la LPL y los TG.
Apo C-Illl: Apolipoproteina aterogénica.
Apo E Apo E: Aumenta afinidad entre el heparan sulfato del endotelio y

VLDL.
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Las apolipoproteinas juegan un papel importante en los procesos
metabolicos de las lipoproteinas, ser un marcador predictivo para las ECV® y en
el transporte de lipidos®®, ademas de estar implicado en la neurodegeneracion

del sistema nervioso central®.

1.3.4. Metabolismo de las lipoproteinas

Como ya se ha mencionado, las lipoproteinas se encargan del transporte
de los lipidos; sin embargo, cabe destacar que dependiendo de su origen sera la

via metabdlica que utilicen para llevar a cabo sus procesos bioquimicos®’.

La primera via es la exdgena, que consiste en el transporte de lipidos
procedentes de la dieta desde el intestino delgado hacia tejidos y érganos como

el higado®.

Por otro lado, tenemos la via endégena en donde el higado se encarga de
distribuir el colesterol y los acidos grasos que sintetiza de novo, hacia los 6rganos
que lo requieran®®. Finalmente en el TRC el exceso de colesterol es llevado al
higado a través de HDL para finalmente excretarlo ya sea por bilis o heces

fecales®.

1.3.4.1. Via enddégena

Los TG aportan energia a los tejidos para su posterior utilizacion como
mecanismo de supervivencia, llamese situaciones de ayuno®. En el higado se
sintetizan las Apo B-100, Apo C-Il y Apo E y se unen con los TG provenientes de

la dieta, para ensamblar particulas de VLDL (ver figura 9).

14



Extrahepatic
Tissue

FFA
MG
LG

Tissue

Figura 9. Via enddgena del metabolismo lipoproteico

Después, mediante un proceso de deslipidaciéon a traves de las LPL, los
acidos grasos se liberan al torrente sanguineo y se trasladan hacia los sitios
donde se requieran®. Por otro lado, debido a la deslipidacién se forman IDL y
LDL los cuales son captados por LDLR que se encuentran en el higado para su

metabolismo®.

1.3.4.2. Via exdgena

Los lipidos provenientes de la dieta una vez que son ingeridos viajan en
forma de micelas hacia el intestino, en donde son desdobladas principalmente en

acidos grasos y en menor medida colesterol (ver figura 10).
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Figura 10. Via exodgena del metabolismo lipoproteico

En el intestino delgado las micelas son absorbidas por las
microvellosidades, sufriendo procesos de esterificacion debido a la CETP,

después se combinan con Apo B-48 y Apo E, formando los quilomicrones'®

Durante el trayecto por los capilares linfaticos, las LPL hidrolizan los
quilomicrones, liberando acidos grasos, que seran utilizados por los tejidos
muscular y adiposo. Es también durante esta etapa que se forman remanentes
de quilomicrones, los cuales finalmente viajaran al higado para ser captados a

través de endocitosis mediada por receptor'’

1.3.4.3. Transporte Reverso de Colesterol (TRC)

El colesterol es una molécula de estructura compleja, por ende, es dificil
que el ser humano lo metabolice a compuestos mas sencillos'% . En respuesta a
ello, existe el TRC o via reversa un proceso fisiolégico que consiste en el traslado
del colesterol proveniente de los tejidos el cual es acarreado por las HDL, y lo

lleva hacia el higado para su posterior eliminacion (ver figura11)',
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La via comienza con la sintesis de Apo A-l en el higado e intestino,
después una proteina llamada transportador dependiente de adenosin trifosfato
(ABCAA1) le proporciona los fosfolipidos transformandola en una particula de

HDL, que migrara hacia los tejidos para recibir moléculas de colesterol libre y en

E104.

donde la LCAT lo convertira en C

CE VI.DI./ CE
c LDL cE
CE

Figura 11. Transporte reverso de colesterol

Después, el higado lo capta de dos formas, ya sea por intervencion de un
receptor Scavenger (SR-B1) o através de la CETP, cuya funcion es la de remover
el colesterol esterificado de las HDL a las LDL, para que éste sea captado por
LDLR hepatico'®. Finalmente, el colesterol es metabolizado por la enzima
CYP7A1 del citocromo P450 para convertirlo en acidos biliares o excretarse en

heces fecales'®.
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1.4. Dislipidemias

Las dislipidemias son un conjunto de trastornos del metabolismo
lipidico'”’, ademas esta relacionada con la formacién de las placas aterogénicas

en el endotelio vascular'®.

1.4.1. Clasificacion de las dislipidemias

1.4.1.1. Clasificacion de Friedrickson

La primera clasificacion que se llevé a cabo para el diagndstico de las
dislipidemias fue establecida por Donald Friedrickson y esta divida en seis
grupos, de acuerdo a la lipoproteina que se encuentra aumentada y al aspecto
que posee el suero; todo esto es llevado a cabo a través de técnicas

instrumentales como la electroforesis y la ultracentrifugacion (ver tabla 5)'%.

Si bien se le considera como el estandar de oro para el diagnéstico de las
dislipidemias, actualmente es poco usado ya que no incluye las patologias
causadas por subtipos de lipoproteinas, ademas se tiende a cometer errores en

cuanto a la interpretacion de los sueros'™°.

Tabla 5. Clasificacion de Friedrickson para dislipidemias

Lipoproteina

Fenotipo Aspecto del suero

elevada

I Lechoso. Tras reposo capa cremosa y
I Quilomicrones

transparente.
lla LDL Transparente.
lb LDL y VLDL Transparente o ligeramente opalescente.
I DL Opalescente. Puede aparecer capa lechosa tras
reposo.
v VLDL Opalescente, no aparece capa lechosa tras reposo.
Vv VLDL y Opaco. Tras reposo, capa cremosa € infranadante
Quilomicrones opalescente.
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1.4.1.2. Clasificacion fenotipica

A diferencia de la anterior, esta clasificacion se encuentra elaborada en
funcién de las concentraciones de los lipidos afectados, ademas permite que el
tratamiento sea especifico y eficaz para tratar un tipo de dislipidemia en particular

(ver tabla 6)"".

Tabla 6. Clasificacion fenotipica para dislipidemias

Enfermedad Definicion

Hiperalfalipoproteinemia
Hipercolesterolemia
poligénica
Hipercolesterolemia
familiar
Apo B defectuosa familiar
Hiperlipemia familiar
combinada
Hipertrigliceridemia
familiar endégena
(Fenotipo IV - V)*
Hiperquilomicronemia
familiar exdgena por déficit
de LPL o Apo C-li
(Fenotipo I)*
Hiperlipemia familiar
combinada
(Fenotipo lIb)*

Disbetalipoproteinemia
(Fenotipo III)*
Enfermedad de Gaucher
Enfermedad de Tangier

: : . : Co Apo A-I Milano, Zaragoza
Hipoalfalipoproteinemia Disminucién de HDL Déficit por LCAT

Hipercolesterolemia Aumento del CT + LDL

Aumento de TG enddgeno

Hipertrigliceridemia .
0 exdgeno

Hiperlipemia mixta Aumentode CT + TG

(Enfermedad de ojo de
pescado)
Hipobetalipoproteinemia

Hipobetalivoproteinemia | Disminucion de CT, LDL y familiar
P PoP Apo B Enfermedad por retencion

de quilomicrones

Abetalipoproteinemia Deficiencia de LDL, VLDL Sindrome de Bassen-
y quilomicrones Kornzweig

*De acuerdo a la clasificacion de Friedrickson
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1.4.2. Formacion de la placa aterosclerética

La aterosclerosis no es solo el depdsito de colesterol en la pared de las
arterias, ya que actualmente es reconocida por formar parte de un proceso
inflamatorio-inmunoldgico, resultado de la alteracion de las lipoproteinas por

factores externos tales como la alimentacién, tabaquismo, estrés, entre otros''?.

Luz vascular Adhesidn .
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LDL 22 \“/ 7 ¢ \ 2
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©
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3 i Célula espumosa
LDL mm,  Factores crecimiento 0‘1 Célula espumosa
~ / oo Proliferacién
° T -
o, — oW - -4
LDL ox ')/’5 ‘ -
Apoptosis Migracion =
Citotoxicidad -
Inmunigenicidad s

Figura 12. Formacion de la placa aterosclerética

El desarrollo de la aterosclerosis inicia cuando hay una sobreproduccion
de LDL y VLDL causando el depdsito de éstas en el endotelio vascular. El sistema

inmune se activa y envia macréfagos al sitio para que lleven a cabo la fagocitosis

113 114

de las lipoproteinas, formando las células espumosas '~ (ver figura 12) .

Producto de esta reaccién se forman especies reactivas de oxigeno (ERO)'",

deteriorando a su vez, la produccién de éxido nitrico (NO)'®

y un engrosamiento
del endotelio vascular gracias a produccion de colageno, causando estenosis
arterial y finalmente una placa aterosclerética que, de llegar a romperse puede

causar la muerte'"”.
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1.4.3. Causas de las dislipidemias

De acuerdo a su etiologia, las dislipidemias se clasifican en primarias y
secundarias. Las dislipidemias primarias son de origen genético, por lo que es
necesario hacer un screening a los miembros de la familia. Cabe mencionar que

responden de manera deficiente a los cambios en la alimentacion''®.

Por otro lado, las dislipidemias secundarias son de caracter multifactorial,

es decir, dietas ricas en grasas, trastornos metabdlicos, enfermedades y

farmacos causan concentraciones anémalas de lipoproteinas (ver tabla 7)""°.

Tabla 7. Causas de dislipidemias secundarias

IDL Quilomicrones
Hipotiroidismo HAART Alcoholismo
Anorexia AR DM I
Glucocorticoides LES Ejercicio Isotretinoina
Desnutricion Mielomas Anticonceptivos Obesidad
. L Sindrome
Infecciones -- -- Tiazidicos e
nefrético
. Beta Insuficiencia
Tamoxifeno -- --
bloqueadores renal
Apo Al Hiper-
Estrégenos - - Milano . per-
insulinemia

recombinante

1.4.4. Diagnéstico de las dislipidemias

Para llevar a cabo el diagnostico de dislipidemia, es necesario realizar el
examen fisico para observar la presencia de nédulos en el tejido subcutaneo,
llamados xantomas, ademas de lesiones en el arco corneal (0jo de pescado) (ver

figura 13)'%°.
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Figura 13. Manifestaciones cllnlcas de las dislipidemias

Por otro lado, el historial clinico del paciente permite averiguar si esta
expuesto a riesgo cardiovascular, ademas de llevar a cabo la determinacion
cuantitativa de las lipoproteinas a través de la realizacion de analisis clinicos
previo ayuno de 10 a 12 horas y de acuerdo a los parametros de la Norma Oficial

Mexicana (NOM) y de la Adult Treatment Panel Ill (ATP 1I1) (ver tabla 8)'%'.

Tabla 8. Parametros para el diagndstico de dislipidemias

Recomendable Limitrofe Alto riesgo Muy alto riesgo
mg/dl mg/dl
CT <200 200 - 239 240 *
LDL <130 130 — 159 160 190
TG <150 150 — 200 >200 >1000
HDL >35 <35 *

*No disponible

En caso de que se necesite caracterizar las lipoproteinas se recurre, ya
sea a la electroforesis de lipoproteinas o en menor medida a la

ultracentrifugacién. Ambas técnicas se realizan en suero fresco (ver figura 14)'%.
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Figura 14. Electroforesis de lipoproteinas

1.4.5. Tratamiento farmacolégico y no farmacolégico

Una vez establecido el diagnostico es de suma importancia hacer hincapié
en el tratamiento no farmacoldgico; es decir, cambiar los habitos alimenticios,
realizar actividad fisica, dejar el tabaco, controlar el peso corporal y realizar

terapia conductual para apegarse al programa de salud'?.

En cuanto al tratamiento farmacolégico, existen cinco clases de
hipolipemiantes (ver tabla 9) que se utilizan solos 0 en combinacién ya sea entre
ellos o con el tratamiento de primera linea, ya que las investigaciones han
demostrado que mejora el perfil lipidico y disminuye el riesgo cardiovascular del

paciente®.
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Tabla 9. Farmacos hipolipemiantes

Estatinas

Inhibidores de la
absorcion del colesterol

Niacina

Derivados de acido fibrico

Acidos grasos omega-3

Mecanismo de accidén

Inhibicion competitiva de
la HMG-CoA reductasa,
bloqueando la sintesis
del mevalonato.

Inhibe la absorcion del
colesterol y fitoesteroles
en el intestino delgado.

Disminuye la produccion
y liberacion de VLDL y
TG del tejido adiposo a
la circulacion sanguinea.

Aumenta la actividad de
la LPL que hidroliza los
TGy VLDL. Reduce la
sintesis de colesterol
hepatico y aumenta la
excrecion de colesterol
biliar.

Disminuye la produccion
de VLDL, debido a que
los acidos grasos no son
metabolizados por las
enzimas implicadas en
la lipoproteina antes
mencionada.
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Efecto sobre lipidos

LDL: dism. 18-55%

HDL: aum. 5-15%

TG: dism. 7-30%

LDL: dism. 18-20%

HDL: aum. 1-5%

TG: dism. 5-14%

LDL: dism. 5-25%

HDL: aum. 15-25%

TG: dism. 20-50%

LDL: dism. 5-20%

HDL: aum. 10-35%

TG: dism. 20-50%

HDL: aum. 5-10%

TG: dism. 20-45%



1.4.6. Conexion dislipidemia-obesidad

Como ya es sabido, la obesidad se ha convertido en una epidemia a nivel
mundial ya que en los ultimos anos el numero de pacientes afectados ha

aumentado de manera alarmante'?.

El mecanismo por el cual la dislipidemia esta relacionada con la obesidad,
tiene su origen en el TRC en dénde las HDL a través de la CETP intercambian
sus TG exogenos con los LDL, volviéndose esta ultima una particula mas densa
y aterogénica. En cambio, las HDL ricas en TG son hidrolizadas por las LPL para
finalmente ser eliminadas por via renal, disminuyendo su concentracion en

sangre'?°.

1.5. Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

1.5.1. Generalidades

La metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (E.C.1.5.1.20) es una
enzima implicada en el metabolismo del acido félico y la homocisteina (Hcy),
catalizando la conversion irreversible de 5, 10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato, siendo este ultimo donante de metilos para la formacion de
Hcy en metionina o como precursor en la biosintesis de purinas,
desoxirribonucleétidos y metilacion del DNA a través de la AdoMet (S-adenosil

metionina) (ver figura 15)'%’.
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dUMP

CH aTHF < s CH Jyr
HFR
HTHF
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Met ——> AdoMet
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[PROTEIN] [CH,DNA] < m

Figura 15. Biosintesis de MTHFR

El gen de la MTHFR se encuentra localizado en el cromosoma 1p36.3 y
tiene un tamario de 20.3 kb (ver figura 16)'%. En 1972, Mudd y colaboradores
dieron a conocer el primer caso de un paciente con niveles elevados de

homocisteina debido a una deficiencia severa de MTHFR'?.

Es a raiz de esta situacion cuando se reportan las variaciones genéticas o

polimorfismos de este gen, siendo el mas conocido C677T (también llamado

)130

“termolabil” ya que soélo actua a temperaturas menores a 37°C) " y que consiste

en un cambio de un sélo nucledtido (SNP) de una citosina por una timina en la
posicion 677, lo que origina el cambio de alanina por valina en el proceso de la

sintesis proteica y por ende, la actividad enzimatica se encuentre reducida’"'3?,

ce7rT
E1

—HHHHHHHHR—

Figura 16. Polimorfismo C677T del gen MTHFR
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A nivel clinico, la presencia de estos polimorfismos suponen un alto riesgo
de toxicidad en pacientes que consumen medicamentos como fenitoina,

metformina y metotrexato (MTX)'"?

, ademas que se encuentran asociados a
multiples enfermedades como defectos del tubo neural, abortos espontaneos,
epilepsia y enfermedades cardiovasculares, especificamente en las

dislipidemias'*.
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CAPITULO 2

Antecedentes

En el 2003, Yilmaz y colaboradores, observaron en un grupo de pacientes
con insuficiencia renal crénica que el alelo T del polimorfismo C677T ejerce un
efecto perjudicial sobre perfil lipidico aumentando los niveles de CT y LDL,
mientras que los pacientes con los genotipos CT y CC fueron normolipémicos,
pero mostraban menor tiempo de duracion con el rifidn trasplantado, no asi con

el genotipo TT'°.

Zhang y colaboradores, en el 2010, estudiaron dos poblaciones chinas (n=
780) y encontraron que la poblacion Bai Ku Yao, cuya frecuencia genotipica era
de 58.7% para CC, 37.0% CT y 4.0% TT, poseia niveles bajos de CT, HDL, LDL,
Apo A-l y Apo B, a diferencia de la poblacion Han, en dénde la frecuencia
genotipica de CC, CT y TT era de 32.6%, 56.4% y 11.0%, respectivamente;
ademas, la poblacion Han que presentaba el alelo T reportd concentraciones

elevadas de Apo B"*°.

Por otro lado, Cheng y colaboradores (2014), encontraron en una
poblacion china que las mujeres portadoras del alelo T presentaron elevadas
concentraciones de CT y LDL; sin embargo, curiosamente éstas son mas
longevas que su contraparte masculina, lo que indica una posible asociacidn

entre el gen MTHFR, la edad y el género™’.
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En el 2015, Li y colaboradores realizaron un estudio clinico en pacientes
hipertensos genotipados con CC, en donde descubrieron que a mayor
concentracion de folatos, mayor es la concentracion de HDL; por el contrario,
pacientes genotipados con TT mostraron niveles elevados de TG, LDL y

concentraciones minimas de folatos'®,

Recientemente, Ledn-Cachdn y colaboradores (2016), llevaron a cabo un
estudio clinico en 60 pacientes nuevoleoneses, encontrando que la variante
homocigota para T, produce una menor respuesta farmacologica de la
atorvastatina; es decir, alcanza concentraciones menores en el cuerpo y se

elimina con mayor velocidad, en comparacién con CC y CT"%,
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CAPIiTULO 3

Planteamiento de la Investigacion

3.1. Justificacion

Las dislipidemias son relativamente comunes, ya que se estima que mas
del 40% de la poblacion mundial lo padece, y la tendencia indica que el niumero
de personas afectadas va en aumento'’; y como ya se sabe intervienen diversos

factores ambientales, culturales, genéticos y algunos otros que no estan del todo

claros.

Lamentablemente, en nuestro pais no existe informacion disponible acerca
de la asociacion entre el gen MTHFR vy las alteraciones en los perfiles lipidicos,
por lo que es necesario llevar a cabo este estudio para conocer el
comportamiento del polimorfismo C677T y asi predecir la respuesta

farmacoldégica de los hipolipemiantes en una poblacién del noreste de México.

3.2. Hipétesis

El polimorfismo del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa C677T en
su forma homocigética para la variante T, esta asociado con alteraciones en los

perfiles lipidicos.
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3.3. Objetivo general

Investigar la frecuencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR y su

asociacioén con perfiles lipidicos en una poblacion estudiantil del noreste de

México.

3.4. Objetivos especificos

Realizar la extraccion de sangre periférica de los participantes al estudio,
previo consentimiento informado debidamente firmado.

Llevar a cabo el analisis antropométrico y bioquimico de las muestras
recolectadas.

Extraer el DNA de las muestras sanguineas de los participantes.
Implementar la deteccion del polimorfismo C677T del gen MTHFR a través
de la Reaccién de Cadena de la Polimerasa por Amplificacion de
Polimorfismos de Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP).

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo C677T.
Establecer la posible correlacién entre el polimorfismo antes mencionado

y perfiles lipidicos, por medio del analisis estadistico.
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CAPITULO 4

Metodologia experimental

4.1. Estrategia general

i)

Método cloroformo-
I w
T
[ml':s 2.mumm]—[ m H 4-PCR-RFLP ]
[ 5.-Andlisis
Criterios de Criterios de
Exclusién Inclusién
* Media
| / ;. Cemtsctnentnde
+  ANOVA
Desérdenes tiroldeos + Chi-cuadrada
Enfermedades * Hombresy mujeres «  Regresionlogistica
Enfermedadesrenales ¢ 18-25afios «  Odds ratio
+ Firma consenfimiento
Wlublmm ink A * Intervalo de confianza

Figura 17.

W

Diagrama de metodologia experimental

32



4.2. Materiales y ubicacion del equipo

El analisis gendmico se llevd a cabo en el Laboratorio de Ingenieria Genética

y Gendmica con los siguientes materiales:

* Termociclador

* Microcentrifuga

* Camara de electroforesis

* Fotodocumentador

* Balanza analitica

* Reactivos para extraccion de DNA

* Reactivos para la realizacion PCR-RFLP
* Micropipetas de 10, 200 y 1000ul

* Puntillas de 10, 200 y 1000ul

e Tubos Eppendorf de 1.5 mi

La venopuncion y el analisis bioquimico para cada una de las muestras se
realizaron en el Laboratorio de Analisis Clinicos “QFB Iris Guajardo Guajardo” de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn,

con los siguientes materiales:

* EqQuipo para venopuncion
* Kits enzimaticos para determinacion de CT, TG, LDL, HDL, VLDL, glucosa,

urea y creatinina.
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4.3. Poblacion de estudio

4.3.1. Tamaino de muestra y recolecciéon de datos personales

Se llevd a cabo un muestreo aleatorio simple, obteniendo una muestra de
139 estudiantes voluntarios de cuarto semestre de la materia de Nutricion de la
carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo de la Facultad de Ciencias Quimicas

de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.

Ademas se elabor6 un expediente clinico de cada paciente para recabar
informacion como: edad, sexo, peso, estatura, indice de masa corporal (IMC),
habitos de consumo de tabaco y alcohol, antecedentes familiares y personales

(ver anexo 1).

4.3.2. Criterios de inclusion y exclusiéon

Los voluntarios a participar cumplieron con los siguientes criterios de

inclusion:

* Hombres y mujeres entre 18 a 25 afos

¢ Firma de consentimiento informado

Los criterios de exclusion que se tomaron en cuenta fueron los siguientes:

* Desoérdenes tiroideos, hepaticos y/o renales
* DMtipolyll
* Consumo de farmacos y alcohol

¢ Enfermedades autoinmunes
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4.3.3. Aspectos éticos

Debido al manejo de muestras biologicas, el protocolo de este estudio se
apeg6 a la Declaracion de Helsinki de 1964, por lo que fueron respetados los
derechos y la confidencialidad del paciente a través de una carta consentimiento

(ver anexo 2).
4.4. Analisis genotipico
4.4.1. Extraccion de sangre periférica para la determinacion de DNA y
analisis bioquimico

Por la técnica de venopuncion y en condiciones asépticas, se tomaron dos
muestras de sangre periférica a los participantes; un tubo color morado con EDTA

para la extraccion de DNA y un tubo rojo sin anticoagulante para la realizacidn

de los analisis bioquimicos con previo ayuno de 12 horas.

4.4.2. Extraccion y purificacion de DNA

En un tubo Eppendorf de 2.5 ml se colocaron 500 ul sangre periférica, se
adicionaron 200 ul de buffer de lisis TSNT (2% Tritén 100X, 1% SDS, 100mM

NaCl, 10mM Tris-HCI pH 8.0) y se mezclé por inversion para lograr la lisis total.

Después se anadieron 500 ul de fenol y se mezclé en el vértex por 30 s.
Se agregaron 100 ul de SEVAG [cloroformo-alcohol amilico (24:1)] y se mezclé
en vortex otros 30 s. Se llevé a centrifugacion por 20 minutos a 10 000 rpm y se

recupero la fase acuosa en otro tubo Eppendorf limpio.
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Se adicionaron 2.5 ml de etanol absoluto frio para precipitar el DNA y se
envib a la centrifuga por 20 minutos a 10 000 rpm, se lavd con etanol al 70% y
se centrifugd nuevamente. La pastilla resultante se dejoé secar y finalmente se

resuspendié en 50 ul de agua libre de DNAsas ™.
4.4.3. Determinacion alélica y genotipica de MTHFR C677T
4.4.3.1. Reaccion de la Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo la reaccion se utilizd el método de Raza y
colaboradores’*?, en un volumen final de 25 ul que contenia 3mM de MgCl,, 0.25
mM de dNTPs, Buffer 10X y 1 U de Taq polimerasa y 5 pmoles de cada primer
forward 5-TGA AGG AGAAGG TGT CTG CGG GA-3' y reverse 5-AGG ACG

GTG CGGTGA GAG TG-3'.

El protocolo de la PCR inicié con una desnaturalizacion inicial a 94°C por
4 minutos, seguido de 35 ciclos de una segunda desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, alineamiento a 61°C por 30 segundos, extension a 72°C por 30
segundos y una extension final a 72°C por 7 minutos, obteniendo un producto de
amplificacion de 198 bp, que fue observado en un gel de agarosa al 2% tefido
con bromuro de etidio y visualizados en un fotodocumentador (ver figura 18 inciso

A, pagina 41).
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4.4.3.2. Analisis de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de

Restriccion (RFLP)

Una vez visualizado el gel, el producto de PCR se digirié con Hinfl en un
volumen final de 15 ul, el cual contenia 10 ul de producto de PCR, 1X Buffer de
digestion, 10U de la enzima de restriccidon Hinfl y luego fue incubado por 16 horas
a 37°C. Los productos de la digestion que se obtuvieron fueron para CC de 198
bp, CT de 198,175y 23 bpy TT de 175y 23 bp, los cuales fueron separados en
un gel de agarosa al 5% tefido con bromuro de etidio y visualizado en un

fotodocumentador (ver figura 18 inciso B, pagina 41).
4.5. Analisis estadistico de la informacion

Los datos antropométricos y bioquimicos de la poblacién fueron
analizados con el programa SPSS version 19.0 y expresados en funcion de la
media (X) y desviacion estandar (SD). Se utilizd como prueba paramétrica el
analisis de varianza de una via (ANOVA) para observar si habia diferencias
significativas entre las medias de los dos grupos; ademas se realizd6 una

comparacion multiple de medias de Tukey.

Las frecuencias alélicas se calcularon por conteo directo, mientras que las
frecuencias genotipicas, a través del Equilibrio de Hardy-Weinberg y %* (Chi
cuadrada), para establecer diferencias entre los grupos de estudio en los

polimorfismos.
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Con el objetivo de analizar la asociacion entre los perfiles lipidicos y los
genotipos CT, CC, TT de MTHFR C677T, se realizd una regresion logistica y para
cuantificar la asociaciéon antes mencionada, se calcul6 el odds ratio (OR) y el IC
(intervalo de confianza). Los valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.

4.6. Tratamiento de los residuos generados

Los residuos generados fueron depositados en contenedores especiales
para RPBI's y basura industrial, que se encuentran en el Laboratorio de

Ingenieria Genética y Gendmica y en el Laboratorio de Analisis Clinicos.
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CAPITULO 5
Resultados
5.1. Datos antropométricos de la poblaciéon de estudio

Se reclutaron 139 estudiantes voluntarios para llevar a cabo el estudio, no
sin antes firmar el consentimiento informado; al mismo tiempo se elabord un
expediente clinico con base en los habitos y antecedentes del paciente, para

finalmente hacer la toma de dos muestras de sangre periférica.

La poblacion incluyé hombres y mujeres de 18 a 35 afios de edad y fueron
separados en dos grupo con base en el IMC, sefialando como punto de corte 25,
el cual es indicado para poblaciones latinas. Los resultados muestran que en el
IMC y el peso existen diferencias estadisticamente significativas para ambos
grupos de estudio (p=0.00). Cabe mencionar que los resultados se encuentran
expresados en funcién de la media (X) y la desviacién estandar (SD) (ver tabla

10).

Tabla 10. Datos antropométricos de la poblacion estudiada

Varanies Total IMC<25  IMC>25
X + SD X + 5D X + 5D

Edad  afos 1974 189 19.76 1.74 19.71 210 0.89

Peso kg 6564 14.35 56.97 7.90 78.48 11.93 0.00

Estatura m 1.64 0.08 163 0.07 165 010 0.18
IMC kg/m®  24.53 467 2139 212 2920 3.29 0.00
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5.2. Datos bioquimicos de la poblacion de estudio

A los participantes del estudio también se les determinaron algunas
pruebas bioquimicas, no sélo con el propdsito de conocer acerca de su salud,
sino también de asociar especificamente las concentraciones de los lipidos con

el polimorfismo C677T del gen MTHFR.

En el grupo IMC<25, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de urea (p=0.012), TG (p=0.014), VLDL
(p=0.017) y la relacion CT/HDL (p=0.036) entre los distintos genotipos del gen

MTHFR (ver tabla 11).

Tabla 11. Parametros bioquimicos para el grupo IMC<25

Genotipos
Variable CcC CT
(mg/dl) X +SD X tSD
Glucosa 83.57 + 6.16 84.53 + 7.39 87.17 +4.12 0.762
Urea 23.22 + 6.08 21.63 + 6.63 17.33 £+ 7.55 0.012
Creatinina 0.87 + 0.13 0.95+0.18 0.88 + 0.12 0.074
CT 156.22 + 29.06 159.23 + 29.96 170.67 + 37.61 0.548
HDL 58.46 + 11.84 57.58 + 14.55 47.33 + 10.13 0.160
LDL 85.11 + 27.71 89.38 + 27.01 102.67 + 26.70 0.334
TG 63.19 + 31.39 61.60 +24.17 102.39 + 65.63 0.014
)/LDL 12.73 + 6.23 12.62 + 5.24 20.63 + 13.00 0.017
Indice
aterogénico 1.54 + 0.08 1.64 + 0.65 2.33+0.77 0.071
Relacion
CT/HDL 2.74 + 0.78 287+ 0.77 3.70 £ 1.09 0.036
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Para medir la diferencia de medias a nivel intergrupal, se utilizé la prueba
de comparacién multiple de medias de Tukey y se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las variables bioquimicas de urea, TG, VLDL

y relacion CT/HDL con los genotipos de MTHFR C677T (ver tabla 12).

Tabla 12. Prueba de Tukey para el grupo IMC<25

Variable Polimorfismo PoIimoismo
wiaTe femocge 01
eoooon ST 021
moTye [T 001

TG Homocigoto H\Q:g?o-(r:?/gpc?to gg:ll Z
o e 0978
moTpe femecme Bt

VDL Homooigolo igirodecis o015
oo MODEe 0%
woTye om0 00

Relacién Homocigoto Wild Type 0.028

CT/HDL Heterocigoto 0.052
Hetorocigolo o dite  o.052
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Por otro lado, en el grupo IMC>25, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de las variables
bioquimicas entre los distintos genotipos (ver tabla 13); por lo tanto, no se llevo a

cabo la Prueba de Tukey.

Tabla 13. Parametros bioquimicos para el grupo IMC>25

Genotipos
Variable CcC CT

(mg/dl) X +SD X tSD
Glucosa 86.95 + 10.96 84.26 + 7.90 79.57 £+ 3.55 0.165

Urea 23.07 + 6.50 25.74 + 8.97 28.43 + 9.00 0.201
Creatinina 0.93 +0.20 1.02 + 0.19 0.84 + 0.10 0.091
CT 168.63 + 35.90 169.16 + 35.34 156.29 + 22.04 0.667
HDL 53.90 + 14.13 50.37 + 17.79 48.00 + 14.14 0.571
LDL 98.30 + 34.73 99.52 + 33.83 93.86 + 13.78 0.926
TG 82.60 + 37.12 92.68 + 52.52 73.00 + 30.65 0.531
VLDL 16.42 + 7.44 18.85 + 10.51 14.43 + 6.27 0.437
indice
aterogénico 1.92 + 0.78 2.16 £ 1.02 2.09 + 0.64 0.624
Relacion
CT/HDL 3.24 + 0.87 3.61 +1.20 3.44 + 0.81 0.460

5.3. Frecuencias alélicas y genotipicas de MTHFR C677T en la poblacién de

estudio

Posterior a la extraccion y purificacion, se procedié a determinar el
genotipo de cada una de las muestras (ver figura 18); la frecuencia alélica del

polimorfismo C677T se determind por conteo directo (ver tabla 14).
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Figura 18. Electroforesis de PCR-RFLP

A. Productos de PCR en un gel de agarosa al 2%.

B. Productos de RFLP por medio de la enzima de restriccion Hinfl en un gel
de agarosa al 5%. De izquierda a derecha, primer carril, marcador de peso
molecular de 100 bp, segundo carril producto de PCR, tercer carril,
fragmento de 198 bp para la variedad CC, cuarto carril, fragmento de 175
bp y 25 bp para el genotipo TT y quinto carril, para el genotipo CT dos
fragmentos de 198 bp y 175 bp.

En el grupo IMC<25, el genotipo predominante es el CT con 48.19%,
seguido del CC con 44.58% vy finalmente el TT con 7.23%. Por otro lado, el
genotipo mas comun que se encuentra en el grupo de IMC>25 es el CC con el

53.57%, seguido de CT y TT con 33.57% y 12.50%, respectivamente.
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Tabla 14. Frecuencias alélicas y genotipicas de los grupos estudiados

Alelos Genotipos
N (%) N (%)
C | CT
114 52 37 40 .
IMC<25 ' (6867%) (31.33%) (4458%) (48.19%) © (7-23%) 1.20
IMC>25 9 33 50 19 7(1250%) 1.89

(70.54%) | (29.46%) (53.57%)  (33.57%)

Para observar el comportamiento de la poblacion se calculd el Equilibrio
de Hardy-Weinberg y %?, mostrando que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, por lo que se puede decir que la poblacién se

encuentra en equilibrio.

Finalmente, se realizd una regresion logistica a través de un modelo
codominante para el grupo IMC>25 y se obtuvo como resultado que el OR para
el genotipo TT en comparacion con el genotipo CC se estim6 como 1.40 (IC 95%:

0.44-4.70), mientras que el OR del genotipo CT fue de 0.60 (IC 95%: 0.28-1.20).

Por otro lado, para determinar el riesgo de dislipidemia se determin¢ el
OR de 1.16 (IC 95% 0.41-3.30) para el genotipo CT, mientras que para el

genotipo TT, el OR fue de 1.34 (IC 95%: 0.25-7.2).

Tabla 15. Regresion logistica para IMC<25 y dislipidemia

IMC<25 Dislipidemia

Genotipo OR IC 95% Genotipo OR IC 95%
CcC Referencia CcC Referencia
CT 0.60 0.28-1.20 CT 1.16 0.41-3.30
TT 1.4 0.44-4.70 TT 1.34 0.25-7.20
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CAPITULO 6
Discusién

En este estudio se investigo la asociacion del polimorfismo C677T del gen
MTHFR con los perfiles lipidicos de una poblacion estudiantil del noreste de
México. Los resultados mostraron que el grupo IMC<25 presenté diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de urea, TG, VLDL y en la
relacion CT/HDL para los tres genotipos, contrariamente a lo reportado por
Kucukhuseyin y colaboradores en el afno 2013, en donde observaron niveles
elevados de CT y LDL en pacientes portadores del genotipo CC'*2. No obstante,
en otro estudio llevado a cabo en una poblaciéon rusa por Spiridonova y

colaboradores en el ano 2000, encontraron que los polimorfismos del gen

MTHFR no se encuentran asociados a HDL, LDL, VLDL, TG y Hcy'*.

Por otro lado, en el presente estudio la prevalencia del genotipo TT fue de
19.73%, coincidiendo con los resultados obtenidos en el 2008 por Aguirre-
Rodriguez y colaboradores, en donde informan la prevalencia del genotipo TT
para la poblacién de Nuevo Leén de 19.70%'**, no asi en otras poblaciones como

la afroamericana cuya frecuencia genotipica apenas alcanza el 1%'*°.

En el analisis de regresion logistica se demostré que no existe una
correlacion entre el genotipo TT de los grupos estudiados y las concentracion
plasmatica de creatinina, contrariamente a lo reportado por Sanchez vy

colaboradores en el afio 2007, en donde hace mencidn de la correlacion que
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existe entre el genotipo antes mencionado y las concentraciones de Hcy,

vitaminas B6 y B12, creatinina y folatos'®.

La posible explicacion de la alteraciéon de los parametros bioquimicos
radica en que el alelo T causa una disminucién en la actividad enzimatica de
MTHFR aumentando las concentraciones de Hcy (un aminoacido producido
durante la biosintesis de la metionina), lo que induce una sobreexpresion del RNA
mensajero, factores de transcripcion nucleares y ERO, los cuales ocasionan la
biosintesis del colesterol, VLDL, TG, urea y creatinina en el reticulo

endoplasmico hepatico™’.

Por lo tanto, se puede deducir que el genotipo TT varia entre los distintos
grupos étnicos, ademas de que los estudios en donde se analiza la asociacion
entre el polimorfismo C677T del gen MTHFR vy perfiles lipidicos son

contradictorios.

A diferencia de las investigaciones antes mencionadas, una de las
limitaciones en nuestro estudio es que no fue posible llevar a cabo las mediciones
de los niveles plasmaticos de Hcy, folatos y vitaminas B6 y B12 en los voluntarios,
ya que no son pruebas bioquimicas rutinarias que se lleven a cabo en el

laboratorio de nuestra facultad.

A diferencia del estudio realizado por Ruixing y colaboradores en el 2001,
no se tomé en cuenta el régimen alimenticio del paciente, debido a que no forma

parte de los objetivos del presente estudio; sin embargo seria interesante incluirlo
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en un estudio posterior para asi, tener un panorama mas completo de la

interaccion entre el gen MTHFR y el medio ambiente ™.
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CAPITULO 7

Conclusiones

Sellevo a cabo la técnica de PCR-RFLP para la deteccion del polimorfismo
C677 del gen de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
Se analizé el polimorfismo C677T del gen y se logré genotipificar a cada
individuo del estudio y se determind la frecuencia alélica de la poblacién.
En el grupo IMC<25, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de urea (p=0.012), TG (p=0.014),
VLDL (p=0.017) y la relacién CT/HDL (p=0.036) entre los distintos
genotipos del gen MTHFR.

En el grupo IMC<25 se utilizé la prueba de comparaciones multiples de
Tukey y se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
las variables bioquimicas antes mencionadas y el genotipo TT del gen
MTHFR.

En el grupo IMC>25, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de las variables bioquimicas entre los
distintos genotipos, por lo tanto no hubo necesidad de llevar a cabo la
Prueba de Tukey.

En cuanto a la frecuencia alélica y genotipica, en el grupo IMC<25, el
genotipo predominante es el CT con 48.19%, seguido del CC con 44.58%

y finalmente el TT con 7.23%.
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Por otro lado, el genotipo mas comun que se encuentra en el grupo de
IMC>25 es el CC con el 53.57%, seguido de CT y TT con 33.57% y
12.50%, respectivamente.

Se calculé el Equilibrio de Hardy-Weinberg y Xz para observar el
comportamiento de la poblacion y se observd que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, por lo que se puede
decir que la poblacion se encuentra en equilibrio.

Finalmente, se realizd una regresion logistica a través de un modelo
codominante para el grupo IMC>25 y se obtuvo como resultado que el OR
para el genotipo TT en comparacién con el genotipo CC se estimé como
1.40 (IC 95%: 0.44-4.70), mientras que el OR del genotipo CT fue de 0.60
(IC 95%: 0.28-1.20).

Por otro lado, para determinar el riesgo de dislipidemia se determiné el OR
de 1.16 (IC 95% 0.41-3.30) para el genotipo CT, mientras que para el
genotipo TT, el OR fue de 1.34 (IC 95%: 0.25-7.2), por lo tanto, se puede
concluir que el genotipo TT NO se encuentra asociado a riesgo

cardiovascular.
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CAPITULO 9 — APENDICE

Fecha: J 20__ Clave: __ Folio: ______

Historiz Clinica

l.-Antecedentes Personales

1-Edad (ahos):[ | 2.-Género: Masculino[ | Femenino[ |
3-Peso(kgk[ | d-Estaturaim)[ | S-MCikgmi:[__ |
6.-Presién arterial (nmde Hg):[ T | 7.-Menarquia (afos): ]

§.-Enfermedades que padezca:

[ ]Hipertension arterial [ | Hipertrigliceridemia [ ] Hipercolesterolemia

[ ]Dizbetes mellitus tipo Il [ | Otra enfermedad ;Cudl? | |

9.-Medicamentos administrades:

Medicamento Dosis Tiempo de administracién
I I | 1 |
I | | | | |
I | | | | |
I I [ | | |

Il.-Habitos

10.- ;Fuma? SI [ ] NO[_] ¢Cantidad? (cigarriliesidiak[ ]
11.-Consumo de alcohol SI[_ ] NO[__| ;Cantidad? (vasosidia){ |
12.-Actividad fisica: S| | NO| |  ¢Tiempo? (minutos/dia): | |

Ill.-Antecedentes familiares

13.-¢ Familiar con enfermedad cardiovascular? SI [ | NO[ ]

¢Quién? Padre[ | Madre[ | Otros[ ]

Observaciones:

{GRACIAS POR SU PARTICIPACION!
Apéndice 1. Historia clinica del paciente
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Fecha: J 20 Folo:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
FORMA DE PARTICIPACION VOLUNTARIA EN EL PROYECTO:
ASOCIACION DEL POLIMORFISMO C677T DEL GEN MTHFR CON PERFILES LIPIDICOS
EN UNA POBLACION ESTUDIANTIL DEL NORESTE DE MEXICO
Cave:

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de 'a presante ceclare libre y voluntariamanse los siguientes daws parsonaes:
Nombre:
edad: , Escolardac: , 851800 civi:
lugar de nacimiento: y comcilio particular:

Declaro tambén que acepio participar en este proyacto ce investigacdn que se ragliza en el
laborawro de Ingenieria Gendtica y Gendmica de la Facultad de Clencias Quimicas de la Unversicad
Auténoma de Nuevo Ledn, UANL, en colaboracién con el Laboratorio de Analiss Clinicos QFSB Ins
Gugjsrdo Guajsrdo cuyo objetivo es dewerminar la frecuencia del polimorfisme MTHFR CE77T asl
COmMO su aseciacion con parfles Ipldicos en una poblacon estucantl cal noreste de Méxco.

Sa me ha expresade que en esia investigacion se espara obtener como benefcio, una sene de dates
qQue permitan infarr si existe una re'acién antre las muiacionas antes marcionadas y 2l sindrome
mesabdico y cuyos datos recoectados parmitiran a futuro sentar 'as basas para el desarrolo de la
wrapia farmacologica individuaizada, en 1a que '0s efactos secundanos Que puc eran presentarse
sear minimos.

Entiendo gue al proceso consiste en |z obtencién de ura muestra sanguinea por puncidn venoss y
Que astoy en mi daracho ce solicitar cualquier aclaracién y cbtenar informacién sobre la investigacdn
an cualquier momenic de' desarrolo ca ésta. Ademas antendo que estoy an |a ibartad ca retirarme
an el momeanto que desae y dado e caso, esta decisién NO afectara a future mis relacionas con ambas
insttuciones.

Entiendo gue la informacion cbienda ce '@ nvestgacidn sard maneada cae manera confdancaly que
an nngdn memente s viclara mi privacicad.

Firma Pacents Frma Investgador

Nombre: Nombre: QFB. Sivanza Abgail Vazquez Rodriguez

Direccién: Direccién: Laboraioro de Igg Genéica ¥ Genémica
Divisién de Posgrado, R . Guerero y

Progreso SIN Col. T revimo, Montemeay, NL. Maxico.

Apéndice 2. Consentimiento informado.
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