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Resumen

Introduccion: Las alteraciones de la enzima metilen-tetrahidrofolato
reductasa(MTHFR) seasocian con riesgo cardiovasculary cerebrovascular
y con presencia de concentraciones altas de homocisteina. Se relacionan
también con defectos congénitos, complicaciones en embarazo, cancer y
toxicidad del Metotrexato (MTX). Los polimorfismos del gen MTHFR
afectan la actividad de la enzima. Se han descrito asociaciones genéticas
con la eficacia del tratamiento con MTX.

Objetivo: Establecer la frecuencia del polimorfismo C>T en el nucledtido
677 del gen MTHER en un grupo de individuos Colombianos.

Meétodos: Estudio descriptivo de corte transversal. Se recolectaron
retrospectivamente  resultados de microarreglos farmacogenéticos
que incluyen polimorfismos asociados con la sensibilidad al MTX
(PathwayGenomics®). Se analiz6 la frecuencia del polimorfismo C>T del
polimorfismo rs1801133 del gen MTHEFR.

Resultados: Se analizaron microarreglos de 68 hombres y 84 mujeres.
Las comparaciones del genotipo C/C frente a C/T y a T/T fueron
estadisticamente significativas (p= 0.001 y p= 0.026 respectivamente)
tanto como la comparacion entre C/T'y T/T (p=0.0001).

Conclusiones: Los genotipos C/C y C/T en Colombia son tan variables
como en otros grupos sanos en otras poblaciones. Los sujetos de nuestra
poblacién podrian tener riesgo para el desarrollo de enfermedades
asociadas al polimorfismo del gen MTHFR y con genotipos de riesgo de
presentar toxicidad y efectos adversos del MTX, lo cual sugierela necesidad

de evaluar alternativas terapéuticas con estudios farmacogenéticos.
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Abstract
Introduction: Abnormal levels of the enzyme
methylenetetrahydrofolate-reductase (MTHFR) are associated

with both cardiovascular and cerebrovascular risk and higher
concentrations of homocysteine. They are also related to birth
defects, pregnancy complications, cancer and toxicity to Methotrexate
(MTX). Polymorphisms of MTHEFR affect the activity of the
enzyme. Genetic associations have been related to treatment efficacy.
Objective: To establish the frequency of the polymorphism C>T
at nucleotide 677 of the MTHFR gene in a group of Colombian
individuals

Methods: Data of pharmacogenetic microarrays which include MTX
sensibility associated polymorphisms were collected retrospectively
(Pathway Genomics®). The frequency of the polymorphism C>T
MTHEFR rs1801133 marker polymorphism was analyzed.

Results: Microarrays from 68 men and 84 women were analyzed.
Comparisons of genotype C/C vs. C/T and T/T were statistically
significant (p= 0.001 and p= 0.026 respectively) as well as the
comparison between C/T and T/T (p= 0. 0001).

Conclusions: Results for C/C and C/T genotypes in Colombia are
similar to other groups of healthy subjects previously studied. Subjects
of our population might be at risk of developing diseases associated
with MTHFR polymorphisms and might present toxicity and adverse
effects if treated with MTX, which suggests the need to evaluate

therapeutic alternatives based on individual pharmacogenetic studies.
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Introduccion

La secuencia del genoma humano y el entendimiento del potencial
que tiene el estudio de polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP, del inglés: Single NucleotidePolymorphisms) han generado
una cantidad considerable de datos que revelan el fundamento
genético de la asociacion genética de cientos de enfermedades asi
como la toxicidad o la eficacia de diferentes medicamentos. La
segunda area de estudio es conocida como “farmacogenética” La
tecnologia aplicada para revelar estas asociaciones se encuentra
disponible y sus costos vienen reduciéndose progresivamente
frente al beneficio de la optimizacién y aplicacién clinica de sus
hallazgos.

La respuesta de cada individuo frente a un mismo tratamiento
puede ser en parte heredada, generando diferencias en su eficacia
en cada sujeto debido al polimorfismo de genes que codifican
enzimas implicadas en el metabolismo de algunos fairmacos, en
sus transportadores y/o en los blancos especificos del tratamiento'.

Un gen esta descrito como “polimdrfico” cuando presenta variantes
alélicas que pueden alterar la actividad de la proteina comparada
con el alelo original. La farmacogenética puede adicionalmente
explicar las diferencias individuales frente al tratamiento alopatico
y podria tener un valor predictivo de la respuesta del paciente a
diferentes medicamentos®*.

Un ejemplo cldsico de la asociacién farmacogenética estd
demostrado en la artritis reumatoide (AR) enfermedad inflamatoria
que afecta entre el 0.5% y el 1% de la poblaciéon. Una de las terapias
mas ampliamente utilizadas en esta enfermedad y con mayor
efectividad desde el punto de vista clinico, es el metotrexato (MTX).
Varios reportes describen su uso desde 1951, y los ensayos clinicos
demuestran su eficacia pero también demuestran su toxicidad,
incluyendo el incremento de noédulos, neumonitis, compromiso
neurolégico, complicaciones gastrointestinales como nauseas,
vomito y diarrea, elevacion de las transaminasas, anormalidades
hematoldgicas, erupcion cutanea, estomatitis y alopecia’®. Se han
estudiado asociaciones de variantes genéticas y MTX relacionando
la eficacia del tratamiento con los alelos del gen MTHFR. La
actividad enzimdtica se reduce en un 35% en los portadores del
polimorfismo C677T'y este polimorfismo tiene una prevalencia de
40% en la poblacién. La actividad del MTX se encuentra reducida
entre un 50-70% en de los individuos homocigotos TT en la
posicién 677, con una prevalencia del 8-10% en la poblacion’.

Adicionalmente, el MTX inhibe la dihidrofolato-reductasa (DHFR)
y las enzimas dependientes de folatos como son la timidilatosintasa
(TS) y la metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Se ha
demostrado que sus polimorfismos afectan la actividad de la
enzima, causando niveles elevados de homocisteina y toxicidad®.

Ademas el estudio de la enzima MTHFR ha adquirido mucho
interés después el descubrimiento fundamental de Kang et al’,
quienes informaron que una variante de la enzima termolabil
se asocié con un mayor riesgo cardiovascular y una mayor
concentraciéon de homocisteina plasmatica total. Hoy en dia la
concentracion de la homocisteina en plasma se considera como
un factor de riesgo para enfermedad coronaria, enfermedad
cerebrovascular, y arterial periférica oclusiva’. También se ha
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relacionado con la aparicién de defectos en el tubo neural y otros
defectos congénitos, complicaciones asociadas al embarazo'®''y
cancer'

El andlisis genético puede solicitarse de manera independiente
sobre el gen MTHFR, o bien en el contexto de perfiles genéticos
moleculares en el marco de la medicina preventiva. Estos perfiles
evalian asociaciones farmacogenéticas con medicamentos que
incluyen al MTX. El analisis de los polimorfismos se puede realizar
asi por secuenciacion directa del gen completo o de un fragmento
de éste, por analisis de polimorfismos con enzimas de restriccion
(RFLP) o bien mediante la técnica de microarreglos. Con base en
el espectro de la utilidad del analisis de este gen se determind la
frecuencia del polimorfismo C677T del gen MTHEFR en un grupo
de individuos sanos colombianos, con el fin de evaluar el fondo
genético de nuestra poblacion en relacién a la susceptibilidad con
las enfermedades y particularidades farmacogenéticas descritas.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo de corte transversal
en el cual se recolectaron resultados de 152 individuos sanos
colombianos mayores de 18 afos, incluyéndose la totalidad de
solicitudes del analisis del perfil genético molecular a partir de
muestra de saliva en el drea de la medicina preventiva en el Instituto
de Referencia Andino, incluyendo todas las solicitudes a partir
de érdenes médicas y/o directas de los individuos recibidas entre
los anos 2012-2014. Todos los individuos firmaron previamente la
autorizacion por consentimiento informado de utilizacion de los
resultados respetandose la confidencialidad de los datos extraidos.
Para el estudio se excluyeron los voluntarios cuyos resultados no
presentaron los datos demograficos completos.

El panel de polimorfismos de los genes relacionados con
farmacogenética  evaluados por PathwayGenomics® en el
Medication DNA Insight™ genetic test incluyeron 15 asociaciones
de metabolismo para medicamentos entre estos el MTX, ademas
de: hipersensibilidad al Abacavir®, ototoxicidad inducida por
aminoglicdsidos, respuesta a betabloqueadores, hipersensibilidad
a carbamazepina, metabolismo del clopidogrel, suplementacién
de estrogenos, interfer6n alfa, metabolismo al metoprolol,
hipersensibilidad y metabolismo a la fenitoina, inhibidores
de la bomba de protones, miopatia inducida por simvastatina,
metabolismo de voriconazol y warfarina.

Se utilizaron microarreglos de ADN para medir los niveles
de expresion de sondas con cada una de las mutaciones
correspondientes a los alelos “C” y “T” en el gen MTHFR. Cada
posicién del microarreglo contiene picomoles (10-12 moles)
de una secuencia especifica de ADN en condiciones de alta
astringencia. La hibridacién sonda-diana se detectd y se cuantifico
a través de fluoréforos unidos a la sonda.

Se analizo la frecuencia del polimorfismo C677T, consistente en
una sustitucién puntual C>T en el marcador rs1801133 del gen
MTHEFR, cuyo genotipo normal es C/C.

Cada participante fue identificado por un c6digo para ser ingresado
dentro de una base de datos, en donde el analisis descriptivo para
las variables continuas como edad se realizé con la determinacion
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de medidas de tendencia central y prueba de normalidad de Shapiro
Wilkeson; la descripcion de las variables categdricas (origen, sexo,
genotipo y alelo) se realizo por analisis de frecuencias. Dada la
naturaleza de la variable de estudio se evaluaron los niveles de
asociacion mediante la prueba estadistica Chi* con un nivel de
confianza y significancia del 95%. Ademas, de la evaluacién del
equilibrio de Hardy Weinberg. Los resultados obtenidos fueron
transferidos al programa estadistico SPSS® V20 para Windows. No
se estratificaron por grupo étnicos o niveles socioeconémicos.

Consideraciones éticas
El estudio fue aprobado por el comité de Etica de la Fundacién
Instituto de Reumatologia Fernando Chalem.

Resultados

Se analizaron 152 individuos, incluyendo 68 hombres (44.7%)
y 84 mujeres (55.3%), con edades de 40 13 afios y 41 +13
afos, respectivamente. Los origenes de las muestras fueron los
siguientes: Medellin (15 individuos: 9.9 %), Cali (10 individuos:
6.6 %), Bogota (119 individuos: 78.3%), Barranquilla y Cartagena
(6 individuos: 3.9%), Pasto (2 individuos: 1.3 %).

La mayor frecuencia genotipica observada correspondié a
los heterocigotos C/T (80 individuos, 52.6%), seguido de los
homocigotos C/C con 52 individuos (34.2%). El  genotipo
homocigoto T/T presenté la menor frecuencia en la poblacién
estudiada con 20 individuos que correspondieron al 13.2%. Las
comparaciones del genotipo C/C frente a C/T y a T/T fueron
estadisticamente significativas (p=0.001y p=0.026 respectivamente)
y de igual manera para la comparaciéon entre C/Ty T/T p=0.0001
(Fig. 1).

No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre
el genotipoylosalelos con sexo, p=0.799y p=0.615respectivamente,
por la prueba estadistica Chi® (Tabla 1). La poblacién estd en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.211).
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Figura 1. Comparacion de frecuencias de los tres genotipos en el grupo gene-
ral: a. Diferencias estadisticamente significativas frente a C/C, b. Diferencias
estadisticamente significativas frente a C/T, c. Diferencias estadisticamente
significativas frente a T/T. Todos los andlisis fueron obtenidos por prueba
Chi cuadrado (p <0.05).
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Table 1. Comparacion de frecuencias genotipicas y alélicas.

Hombre Mujer p*

rs1801133 MTHFR (n= 68) (n= 84)
Frecuencia genotipica**

cC 25(36.8) 27 (32.1)

CcT 35(51.5)  45(53.6) 0799

TT 8(11.8)  12(14.3)
Frecuencia alélica** 114 (87.7) 150 (85.2)

C 0.615

T 16 (12.3) 26 (14.8)

*Chi cuadrado

*n (%)

Al evaluar la frecuencia alélica en la poblacion, se encontrd el alelo
Cen el 86.3% (n= 306) de los individuos y el alelo T en el 13.7%
(n=42).

Discusion

Existen polimorfismos funcionales en los genes que codifican para
las enzimas involucradas en el metabolismo que pueden llegar
a influir en la susceptibilidad frente a patologias; por tal razén,
los polimorfismos del gen MTHFR se cuentan entre los mas
estudiados™ .

En el actual estudio se encontrd que en el grupo de individuos
Colombianos se presentd un equilibrio de Hardy-Weinberg entre los
alelos del gen MTHFR y por consiguiente no hay evidencia de seleccion
a favor de ninguno de ellos. Considerando que se ha observado que
este polimorfismo afecta la actividad enzimadtica de la MTHER, es
importante evaluar su frecuencia y su efecto en la poblacion.

La enzima MTHEFR es una proteina critica en el metabolismo de la
5-metil tetrahidrofolato reductasa, la cual es el donador en varias
reacciones bioquimicas que intervienen en la metilaciéon de la
homocisteina. Se han descrito mas de una docena de polimorfismos
del gen MTHER, pero dos variantes principales desde el punto de
vista funcional son las mas estudiadas A1298C y C677T. Se ha
determinado el efecto organico de estos polimorfismos generando
resultados predictivos de la respuesta de los pacientes al MTX".
Los resultados de los meta-analisis que evaltian el polimorfismo
C677T, su estado homocigoto o heterocigoto, muestran gran
variabilidad entre poblaciones'®".

La mayor frecuencia genotipica observada en la poblacion
estudiada correspondio a los heterocigotos C/T, seguida de C/C'y
del genotipo T/T con la menor frecuencia. El polimorfismo C677T
origina a nivel fenotipico un cambio de una alanina por una valina
en el coddén 222, lo cual corresponde a una variante termolabil de
la enzima MTHEFR generando una disminucién de su actividad
incrementando los niveles plasmaticos de homocisteina®. El
genotipo homocigoto T/T mantiene el 30% de la actividad
original con una prevalencia del 8 al 10% en la poblacién general,
y los heterocigotos presentan cerca del 60% de actividad con una
prevalencia del 40% en la poblacion *.

En un estudio en México, en el que se evalud la frecuencia de
los polimorfismos del gen MTHFR en mujeres con y sin cancer
uterino, los resultados mostraron un genotipo C/C en un 22.4% de
las 89 mujeres control con promedio de edad de 44 afios*, menor
al revelado en el presente estudio de un 32.1%. Por otra parte, en
este mismo estudio se reporté un genotipo C/T en el 55.1% de la
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poblacién estudiada, porcentaje similar al encontrado en el grupo
de mujeres colombianas analizado (53.6%). Finalmente, se hall6 un
genotipo T/T en el 22.5% de la poblacién, dato significativamente
superior al obtenido en el presente estudio considerando que esta
variante homocigota es la que esta asociada a un mayor riesgo de
neoplasia. Las frecuencias alélicas tanto de C como de T fueron
de 0.5 en el estudio mexicano®, lo cual contrasta con la poblacién
analizada en el presente estudio en donde predomin¢ el alelo C.

En Colombia se han realizado algunos estudios previos*** en
los que se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas de este
polimorfismo mediante la comparacion de casos y controles, siempre
con el objetivo de determinar su asociacion con diferentes patologias.

Bermudez et al, tomaron 102 voluntarios, de ambos sexos,
provenientes de varios lugares de Colombia con residencia en
Bogotd, con edades entre 18 y 50 afios, 53 mujeres y 49 hombres
2. No se estratifico esta poblacion por procedencia, grupo étnico
o nivel socioeconémico. Este estudio arrojo resultados diferentes
al nuestro puesto que el genotipo T/T mostrd una frecuencia del
27.4%, superior al valor encontrado en el grupo evaluado en el
presente trabajo de 13.2% siendo mayor en mujeres con un 14.3%.
En otra evaluacién de individuos colombianos se incluyeron
igualmente sujetos sanos y se encontraron frecuencias genotipicas
diferentes a las del presente reporte: para C/C en un 22.5% y T/T
27.4%, con frecuencias alélicas para C menores del 47.5% y para
T del 52.4%, predominando el alelo de riesgo para toxicidad al
MTX?. Estos reportes en individuos sanos colombianos incluyen
nimeros menores de individuos, y estos fueron analizados con
la metodologia de RFLP a diferencia de este estudio donde se
utilizaron microarreglos.

En un estudio de una muestra poblacional de 206 estudiantes
en Bogota, se calcularon las frecuencias globales de Colombia
utilizando los datos de controles sanos reportados en otros
estudios, encontrando frecuencias de genotipos y alelos similares
a los detectados en el grupo de sujetos analizados en nuestro
estudio®. En tal muestra no hubo equilibrio de Hardy-Weinberg,
mientras que en los datos globales colombianos del presente
estudio se encontr6 que la poblacion esta en equilibrio.

Al comparar la frecuencia de homocigocidad T'T en otras poblaciones
anivel mundial, esta varia desde 0% hasta mas del 30%?. Sin embargo,
los resultados encontrados en nuestro estudio son similares a lo
reportado por Gonzalez et al., en un mayor nimero de individuos
sanos colombianos”. Estas diferencias también se encontraron en
individuos en China*?*y Estados Unidos*, donde se reportaron
analisis en sujetos de la misma poblacién geografica, en los cuales
se obtuvieron resultados muy diferentes. En Estados Unidos, en un
estudio que incluy¢ diferentes grupos étnicos se reporté una menor
frecuencia del alelo T en la poblacién afroamericana y la mayor
frecuencia en la poblacién hispana®, lo cual contrasta con nuestros
resultados con el alelo T en el 13.7% de la poblacion analizada. Las
frecuencias a nivel mundial varian entre el 1% en la poblacion del sur
oriente de la India®y el 43% en la poblacién China*'.

En sintesis, se observé una gran variabilidad en las frecuencias de
los alelos C y T a nivel mundial. En Colombia, algunos estudios
muestran predominio del alelo C y otros del alelo T. La diferencia
en las frecuencias poblacionales sugiere que ambos alelos en
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determinadas circunstancias pueden otorgar ventajas y desventajas
selectivas. Algunos reportes sugieren que el alelo T puede producir
resistencia a infecciones como malaria y citomegalovirus, y también
puede proteger contra la hipertension®**’. De la misma manera, el
alelo C protege contra los defectos congénitos y el cancer, y se asocia
a una mayor fertilidad e instauracién mas tardia de enfermedades
neurodegenerativas® Estos hallazgos permiten postular que las
frecuencias de los alelos C y T pueden estar condicionadas a nivel
local en diferentes poblaciones por presiones selectivas ambientales
en las diferentes regiones de Colombia y el mundo.

Los resultados del presente trabajo se limitan a una poblacién
de individuos colombianos que solicitaron el estudio del perfil
genético en las ciudades de Bogotd, Medellin, Barranquilla y Cali,
lo cual no permite dar una interpretaciéon global en poblacién
colombiana. Los hallazgos en los diferentes estudios han
mostrado un comportamiento variable, incluso cuando se han
analizado personas de la misma zona geografica. Posiblemente las
diferencias encontradas en los diferentes estudios pueden resultar
de las diferentes aproximaciones metodolégicas utilizadas y la
heterogeneidad étnica de los grupos evaluados® .

Algunos sujetos de nuestra poblacién podrian tener un alto riesgo
para el desarrollo de enfermedades asociadas al polimorfismo del
gen MTHEFR y con genotipos de riesgo de presentar toxicidad y
efectos adversos generados por el MTX lo cual sugiere la necesidad
de evaluar alternativas terapéuticas con estudios farmacogenéticos
delos pacientes que presenten el genotipo T/T. Desde la perspectiva
clinica, la tipificacion de los pacientes para polimorfismos del gen
MTHEFR antes de la administraciéon de medicamentos permitiria
elegir tratamientos alternativos sin someter a los pacientes a
efectos deletéreos, optimizando la terapia y reduciendo los costos
para los sistemas de salud.

Conclusion

Los resultados para los genotipos C/Cy C/T en Colombia son tan
variables como en otros grupos de individuos sanos estudiados en
otras poblaciones, y esta variabilidad podria estar sujeta a presiones
selectivas del entorno en las diferentes regiones de Colombia.
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