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RESUMEN

Antecedentes: El sindrome de Down (SD) es la principal causa de retraso
mental de origen genético. La edad materna avanzada en el momento de la
concepcion es un factor de riesgo reconocido asociado a la no segregacion
cromosomica. Sin embargo casi el 92% de los nifios con esta afectacién nacen
de madres menores de 35 aflos de edad, lo que sugiere que otros factores
estan involucrados. Objetivo: asociar el polimorfismo materno A1298C del gen
de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y la presentacion del SD en la
poblacién guayaquileiia. Materiales y Métodos: estudio de casos y controles.
Se obtuvo muestras sanguineas venosas periféricas de 51 madres de personas
con Sindrome de Down y 52 mujeres sin historial de hijos con Sindrome de
Down que tuvieron en su ultimo embarazo un producto vivo de cualquier sexo
sano. Las muestras fueron analizadas en el Instituto de Biomedicina de La
Universidad Catolica de Santiago de Guayaquil, se realizé extracciéon de ADN y
genotipificacion del polimorfismo A1298C del gen MTHFR el cual codifica a la
enzima del mismo nombre. Para el analisis estadistico se utiliz6: Chi cuadrado
de Pearson (x?) y odds ratio con intervalo de confianza del 95%. Valores de
p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Resultados: Se
encontré que la prevalencia del genotipo homocigoto mutante (CC) en el grupo
de los casos fue estadisticamente significativa en relacion al grupo control (OR
= 573 (IC 95% = 1.15-28.32) p = 0.043). Conclusiones: el genotipo
homocigoto mutante (CC) materno en la posicién 1298 del gen de la MTHFR es

un factor de riesgo para la presentacion de SD en la poblacion guayaquilefia.

Palabras claves: Sindrome de Down, polimorfismo de nucledtido simple,
MTHFR, folato.



ABSTRACT

Background: Down syndrome (DS) is the leading cause of mental retardation
of genetic origin. Advanced maternal age at the time of conception is a
recognized risk factor associated with non chromosome segregation. However
almost 92% of children with this affectation were born from mothers under 35
years of age, suggesting that other factors are involved. Objective: To
associate the maternal gene polymorphism A1298C of
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and the presentation of the SD in
the population of Guayaquil. Materials and Methods: A case-control study.
Peripheral venous blood samples from 51 mothers of people with Down
syndrome and 52 women with no history of children with Down Syndrome who
had in their last pregnancy a living healthy product of any sex was obtained. The
samples were analyzed at the Institute of Biomedicine at the Catholic University
of Santiago de Guayaquil, DNA extraction and genotyping of MTHFR A1298C
polymorphism gene which encodes the enzyme of the same name was made.
For statistical analysis was used: Pearson Chi-square (x2) and odds ratio with
confidence interval of 95%. P values <0.05 were considered statistically
significant. Results: It was found that the prevalence of mutant homozygous
genotype (CC) in the case group was statistically significant compared to the
control group (OR = 5.73 (IC 95% = 1.15-28.32) p = 0.043). Conclusions:
maternal mutant homozygous genotype (CC) in the 1298 position of the MTHFR

gene is a risk factor for presenting SD in the population of Guayaquil.

Keywords: Down syndrome, single nucleotide polymorphism, MTHFR, folate.



INTRODUCCION

El sindrome de Down (SD) es la principal causa de retraso mental de origen
genético, es debido a la no disyuncion en la meiosis que en el 95% de los casos
es de origen materno. Se estima que 1 de cada 150 concepciones tienen
trisomia 21 y que el 80% de estas son perdidas en los primeros meses de
embarazo. (1) Es el desorden cromosémico mas comun con una prevalencia de
1/700-1000 nacidos vivos en diferentes poblaciones; en el Ecuador existen

7457 personas con sindrome de Down. (2,3)

La edad materna avanzada en el momento de la concepcién es un factor de
riesgo reconocido asociado a la no segregacion cromosémica. Sin embargo
casi el 92% de los nifios con esta afectacion nacieron de madres menores de
35 afos de edad, lo que sugiere que otros factores estan involucrados (4). En
1999 James et al observaron que el metabolismo anormal del folato debido al
polimorfismo de las enzimas involucradas en el mismo puede producir
hipometilacibn de regiones centroméricas y pericentroméricas, patrones
aberrantes de la metilacion del ADN, aumentando la presentacién de la no
disyuncién cromosomica, y se lo consider6 como factor de riesgo (5). Basado
en el hallazgo de James et al se han estudiado varias enzimas involucradas en
el metabolismo de los folatos, entre ellas la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), la metionina sintasa reductasa (MTRR) y la metilentetrahidrofolato
deshidrogenesa (MTHFD) (6). La enzima MTHFR se ha estudiado poco en la
poblacién guayaquilefia. Hay mas de cuarenta polimorfismos reportados en el
gen de la MTHFR entre estos esta el que ocurre en el nucledtido 1298, el cual
disminuye la actividad enzimatica y consecuentemente la metilacion del ADN.
La hipometilacion del ADN se ha asociado a varias enfermedades y trastornos:
defectos del tubo neural, paladar hendido, labio leporino, sindrome de Down,

Alzheimer, enfermedades cardiovasculares entre otros (7).



En este estudio se asocid el polimorfismo materno A1298C del gen de la
MTHFR y la presentacion del SD en la poblacién guayaquilefia. Siendo esta
patologia tan comun dentro de nuestra poblacion es importante determinar los
posibles factores de riesgo prevenibles y asi contribuir a disminuir el diagnostico
y a mejorar el prondstico. Se ha demostrado un posible beneficio en el consumo
de &cido fdélico preconcepcional en la prevencion del SD. Los resultados

hallados en esta investigacion podrian servir de base para futuros estudios.

OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar la asociacion entre el polimorfismo materno A1298C del gen MTHFR

y la presentaciéon de Sindrome de Down en la poblacion Guayaquilefia.

Objetivos Especificos
e Calcular el porcentaje de asociacion que existe entre el polimorfismo de
la MTHFR materna y la presentacion del SD
e Establecer si la asociacion es estadisticamente significativa segun el
valor P.
e Determinar la diferencia estadistica de presentar SD entre las madres

gue posean el polimorfismo y las que no.



MARCO TEORICO
Folato

El folato cuya etimologia proviene del latin folium que significa hoja es un
nutriente esencial, lo que significa que el ser humano no es capaz de
sintetizarlo, y se obtiene de los vegetales de hojas verdes no cocidos, también
se encuentra en el higado y en los cereales integrales. Es una vitamina
hidrosoluble representa a la vitamina b9 del complejo B. Se descubrié por
primera vez en los afios 40 cuando fue extraida de cuatro toneladas de

espinaca. (8)

Folatos es el nombre genérico de mas de 150 compuestos, los mas usados en
medicina son: acido folico y metilfolato. Todos los folatos tienen en comuan la
estructura del acido pteroilglutamico (PteGlu), molécula constituida por un anillo
de pteridina unido por un puente metileno a un residuo de &cido p-
aminobenzoico que a su vez se une por enlace amida a un residuo de &cido
glutdmico. Los distintos tipos folatos se diferencian en el anillo de pteridina, que
puede presentar varias formas reducidas y varios tipos de sustituciones, y en el
residuo de p-aminobenzoglutamato, que puede presentar unido en el enlace
peptidico un nimero variable de residuos de glutamato (9).

El &cido fdlico (&cido pteroilmonoglutamico, PGA) es la forma sintética
farmacéutica de la vitamina, se encuentra en los suplementos vitaminicos y se
emplea en el enriquecimiento de alimentos ya que es estable. La molécula de
acido folico se compone de un anillo de pteridina unida por la mitad por medio
de un puente de metileno a un acido p-aminobenzoico. Es la forma

monoglutamica completamente oxidada de la vitamina (9).

Sin embargo, en los alimentos de la dieta encontramos principalmente folatos
reducidos y en forma de poliglutamatos (pteroilpoliglutamatos). Estos presentan
diferentes grados de hidrogenacion del anillo de pteridina que puede

encontrarse parcialmente reducido en la posicion 7, 8 (H2PteGlun o DHF) o
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completamente reducido en las posiciones 5, 6, 7 y 8 (H4PteGlun o THF). El
tetrahidrofolato, a su vez, es capaz de aceptar unidades de un sélo atomo de
carbono (p. ej., restos metilo, metileno, formilo y formimino) que se fijan en las
posiciones de los atomos de nitrogeno 5, 10 o ambas y pueden encontrarse en
diferentes estados de oxidacion. En las formas mas oxidadas, la sustitucion se
puede producir en la posicion 5 (5-formil-H4PteGlun), en la posicion 10 (10-
formilH4PteGlun) o en ambas (5,10-metenil-H4PteGlun), en las formas
intermedias, la sustitucion ocupa ambas posiciones (5,10-metilén-H4PteGlun) y
en las formas mas reducidas, la sustitucibn ocupa la posicion 5 (5-metil-
H4PteGlun). Los derivados reducidos de los poliglutamatos son los que
constituyen las formas biolégicamente activas y las posiciones N5 y N10 son los

sitios activos de la molécula de los folatos (10).

Los folatos participan en el metabolismo de ciertos aminoacidos, en la sintesis
de S-adenosilmetionina y en la sintesis de purinas y pirimidinas. La importancia
del folato radica en que su derivado el 5-metilTHF cede su grupo metilo en la
sintesis de metionina a partir de homocisteina, Esta es una de las reacciones
principales del ciclo de la metilacion, en el cual se sintetiza S-adenosilmetionina,
molécula que actia como donante de grupos metilo en un sinfin de reacciones

de transmetilacién implicadas en el metabolismo celular (9,10).

Los folatos intervienen también en la sintesis de bases de acido nucleico
(guanina, adenina y timina) para la produccién y reparacion del ADN y ARN. En
la sintesis de pirimidinas, el 5,10-metilen-THF metila el d-urilato a timidilato. En
la sintesis de purinas, el 10-formil-THF cede dos atomos de carbono en las
posiciones C2 y C8 a la estructura anular. Las purinas (adenina y guanina) y las
pirimidinas (timina, citosina, uracilo) se unen a moléculas de azucares (ribosa y
desoxiribosa) y de acido fosférico para formar nucleétidos (AMP, GMP, TMP,

CMP, UMP). Los nucle6tidos forman parte de los acidos nucleicos (ADN y ARN)
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y de derivados de gran importancia metabdlica (AMPciclico, ATP, GTP, etc.)

(8).

En cuanto a los aminoacidos, participan en el catabolismo de la histidina a
acido glutamico, en la interconversion glicina-serina y en la sintesis de
metionina. Participa en la sintesis de tiamina, vitamina necesaria en la
formacion de las nucleoproteinas del DNA, también en la division celular y en la
transmision de rasgos hereditarios. (4)

Por otra parte, el tetrahidrofolato sirve como aceptor de fragmentos
monocarbonados de ciertas reacciones degradativas. EI THF también funciona
como transportador intermediario de unidades de un carbono (C1) en cierto
namero de reacciones enzimaticas, captando los grupos hidroximetilo, metileno
y formilo y volviéndolos a ceder. El &cido félico desempefia un papel en la
sintesis de neurotransmisores, formacion y maduracion de glébulos rojos y

plaguetas (6).

El metabolismo de un carbono puede verse afectada por la variacion genética,
deficiencia de nutrientes, o ambos. Esto a su vez interrumpe la biosintesis de
novo de nucleétidos y la sintesis de S- adenosilmetionina para dar lugar a la
reduccion de la capacidad proliferativa celular, el aumento de uracilo en el ADN,
la elevacion de la homocisteina en plasma, y la reduccion de la metilacion
celular. También se observa aberrante metilacion del ADN, puntos de
mutacion, ruptura de cromosomas, defectos en la recombinacion de
cromosomas Yy aneuploidia. Un significativo nimero de hipotesis han sido
publicadas a cerca del critico rol que tiene el folato durante la preconcepcion,
concepcion, implantacion, placentacion y embriogénesis en la manifestacion de
defectos al nacimiento. Asi, por ejemplo, en las embarazadas se ha relacionado
con el desprendimiento placentario, la pre-eclampsia, el aborto espontaneo, la
muerte intrauterina, el parto prematuro, el bajo peso al nacer y anomalias

congénitas cerebrales y medulares graves. Estudios epidemiologicos
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evidencian que la suplementacién con acido félico prenatal disminuye el riesgo

de muchas anomalias congénitas (11).

Importancia de las enzimas del ciclo del folato

Los folatos de los alimentos, antes de ser absorbidos, son hidrolizados de
poliglutamatos a monoglutamatos por medio de una conjugasa intestinal, la y-
glutamil-carboxi-peptidasa, enzima que se encuentra en el borde en cepillo del
enterocito de la mucosa yeyunal, siendo este el primer lugar de desconjugacion
del folato. Los monoglutamatos ingresan en la célula intestinal mediante un
mecanismo de transporte activo, aunque a altas dosis el mecanismo de
absorcion de eleccion es la difusion pasiva. Los folatos que ingresan en la
célula intestinal son transferidos al plasma sin sufrir cambios adicionales,
excepto de una pequeiia parte que es reducido y metilado para dar lugar a 5-
metilTHF (8).

Los folatos experimentan una circulacion enterohepatica. En el higado los
monoglutamatos son reducidos y metilados formandose 5-metilTHF, el cual es
cedido de nuevo a la circulacion donde se une de forma inespecifica a la
albumina, alfamacroglobulina y transferrina para ser transportados hacia a
todos los tejidos principalmente hacia tejidos de rapida divisién celular, como la
médula 6sea o la mucosa gastrointestinal, ya que necesitan el folato para la
sintesis de ADN. Gracias al metabolismo hepatico, la forma circulante

mayoritaria es el 5-metilTHF (12).

El transporte de folatos a través de los tejidos ocurre via proteina ligadora de
folatos asociado a membranas. Antes de ser depositados en los tejidos el 5-
metilTHF a través de la enzima metioina sintetasa se convierta a THF que se
conjuga a poliglutamatos por medio de la enzima folilpoliglutamato-sintetasa.
Estos poliglutamatos o bien se almacenan intracelularmente (en mayor

proporcion en higado), o pasan a la forma activa como coenzima. El contenido

12



total de folatos en el organismo se encuentra entre 5 y 10 mg, siendo los
organos mas ricos en folatos el higado (2,7-15,6 mg/g) y el cerebro (8,12).

Los folatos son eliminados del organismo a traves de las vias fecal y urinaria.
En las heces aparecen folatos procedentes de la fraccion alimentaria que no es
absorbida, de la secrecidn biliar y de la sintesis por las bacterias intestinales. A
través de la orina se eliminan los folatos metabolizados como pteridinas y acido
benzoilglutdmico, compuestos que se forman tras la ruptura del enlace C9-N10
del &cido fdlico (12).

Intracelularmente la conversién de &cido félico en 5-mthf requiere de mdultiples
reacciones que suceden en todas las células de nuestro cuerpo. El acido folico
a través de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) se convierte en
dihidrofolato (DHF), el cual a través de una reaccion rapida de la enzima DHFR
se convierte a tetrahidrofolato (THF). El THF luego pasa por una serie de
reacciones reversibles en las que interviene la enzima trifuncional
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD): la transicion de THF mas
fomarato a 10-formil THF, 5, 10-metenil THF y 5, 10- metilen THF es facilitada
por las enzimas formil THF sintetasa, metenil THF ciclohidrolasa y la metilen
THF deshidrogenasa respectivamente. Luego el 5, 10- metilen THF a través de
una reaccion irreversible dada por la enzima metilentetrahidrofolato reductasa
en la que se requiere vitamina b2 (rivoflavina) es convertido a la forma activa, la
5-metil THF (9, 13).

En el ciclo de la metionina el 5-metilTHF es el derivado que cede su grupo
metilo a la homocisteina en la sintesis de metionina, esta reaccion es catalizada
por la metionina sintasa, enzima que ademas requiere la presencia de vitamina
B12 como cofactor. Esta es una de las reacciones principales del ciclo de la
metilacion, en el cual se sintetiza S-adenosilmetionina (SAM), molécula que
actia como donante de grupos metilo en un sinfin de reacciones de

transmetilacion implicadas en el metabolismo celular. SAM, la forma activa de la
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metionina, tiene un papel importante en el funcionamiento del sistema nervioso
central ya que es el principal dador de grupos metilo para la sintesis de la colina
(14).

En la célula la importancia de los folatos reside principalmente en su capacidad
para donar y captar unidades de carbono. En la sintesis del ADN, el folato
participa en varios pasos. En la sintesis de pirimidinas, el 5,10-metilen-THF
metila el d-urilato a timidilato. En la sintesis de purinas, el 10-formil-THF cede
dos atomos de carbono en las posiciones C2 y C8 a la estructura anular. Las
purinas (adenina y guanina) y las pirimidinas (timina, citosina, uracilo) se unen a
moléculas de azucares (ribosa y desoxiribosa) y acido fosférico para formar los
nucleétidos (AMP, GMP, TMP, CMP, UMP). Los nucleétidos forman parte de los
acidos nucleicos (ADN y ARN) y de derivados de gran importancia metabdlica
(AMPciclico, ATP, GTP, etc.). El folato, ademas, participa en el catabolismo de

histidina a acido glutdmico y en la interconversion de serina y glicina (15).

El &cido folico participa en la sintesis de ADN vy, por lo tanto, es esencial para la
divisién celular rapida que ocurre durante el desarrollo fetal precoz. También
juega un rol importante en la metilacién y de esta forma en la regulacion génica.
Existe en la actualidad mucho interés en dilucidar el papel que juegan las
mutaciones de los genes que codifican las enzimas involucradas en el

metabolismo del folato (9,16).

Sindrome de Down y la MTHFR

El Sindrome de Down una enfermedad genética autosdmica caracterizada por
la presencia y expresion de tres copias de los genes localizados en el
cromosoma 21 debido a la no disyuncién en la meiosis que en el 95% de los
casos es de origen materno (17). Fue descrito por primera vez en 1866 y es la
principal causa de retraso mental de origen genético. Se estima que 1 de cada
150 concepciones tienen trismonia 21 y que el 80% de estas son perdidas en
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los primeros meses de embarazo (18). Es el desorden cromosomico mas
comun con una prevalencia de 1/700-1000 nacidos vivos en diferentes

poblaciones; y en el Ecuador existen 7457 personas con sindrome de Down (3).

El Unico factor de riesgo establecido asociado a la no segregacién cromosémica
es la edad materna avanzada en el momento de la concepcion. Sin embargo
reportes recientes han mostrado que casi el 92% de los nifios con SD nacieron
de madres menores de 35 afios de edad, lo que sugiere que otros factores
independientes de la edad y envejecimiento de los évulos pueden predisponer a

las mujeres a tener un embarazo afectado por el SD (19).

Aln no se establece el mecanismo celular, molecular y bioquimico detras de la
no disyuncién en la meiosis, se piensa que su etiologia es multifactorial dada
por factores genéticos y ambientales (20,21). Los posibles factores detras de la
aneuploidia del cromosoma 21 estan bajo ardua investigacion. En 1999 James
et al observaron que el metabolismo anormal del folato debido al polimorfismo
de las enzimas involucradas en el mismo puede producir hipometilacion de
regiones centroméricas y pericentroméricas, patrones aberrantes de la
metilacion del ADN, aumentando la presentacion de la no disyuncion
cromosomica y se lo consider6 factor de riesgo para un embarazo con SD en
las mujeres portadoras de estas alteraciones enziméaticas (5,22). Desde este
primer reporte se ha descrito en diversas poblaciones al metabolismo anormal
de un carbono como factor de riesgo materno para SD. Las enzimas mas
estudiadas incluyen a la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), que
cataliza el paso de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato (MTHF)
y a la metionina sintasa reductasa (MTRR) que activa funcionalmente a la
metionina sintasa que cataliza la remetilacion de homocisteina a metionina,
necesaria para la produccién de S-adenosil-metionina que es el dador universal
del grupo metil (23, 24).
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El gen metilentetrahidrofolato reductasa ubicado en el cromosoma 1(1p36.3)
codifica a la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) la cual
cataliza la conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato
que es la forma circulatorio primaria de acido félico y un cosustrato para
remetilacion la homocisteina a metionina. La metionina se convierte
posteriormente en S-adenosilmetionina, que sirve como un donante de metilo
esencial en las reacciones que implican acidos nucleicos, proteinas, y otros

compuestos biolégicos (25).

De los polimorfismos de nucleétido simple en el gen de la MTHFR los mas
reconocidos y estudiados son la variante ¢.665C — T (p.Ala222Val), més
comunmente conocida como C677T y la variante c.1286A — C (p.Glu429Ala );
ambos polimorfismos disminuyen la actividad de la enzima (26,27). El alelo
mutante 1298A C tiene una sustitucion de citosina por adenina, lo que resulta
en un cambio de glutamato a alanina en el dominio C-terminal regulador. Este
polimorfismo se ha asociado con defectos del tubo neural, cerebrovascular y la
enfermedad cardiovascular, enfermedad inflamatoria intestinal, el céancer

colorrectal, y los trastornos psiquiatricos (28).

HIPOTESIS

Hipotesis nula: no existe una asociacion entre el polimorfismo A1298C del gen

MTHFR materno y la presentacion del Sindrome de Down.

Hipotesis alterna: existe una asociacion entre el polimorfismo A1298C del gen
MTHFR materno y la presentacion del Sindrome de Down.
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MATERIALES Y METODOS

Este estudio de casos y controles se llevo a cabo con un total de 103 madres
voluntarias; 51 madres de casos y 52 madres de control. Las madres del grupo
de casos corresponden a mujeres que hayan tenido al menos un hijo con SD,
quienes reciben estimulacion temprana o instruccion primaria en la Fundacion
de asistencia sicopedagogica para nifilos y adolescentes que sufren retraso
mental (FASINARM). EIl grupo control esta formado por madres que tuvieron en
su ultimo embarazo un producto sano y que fueron atendidas en el Hospital “Dr.
Teodoro Maldonado Carbo” de la ciudad de Guayaquil.

Mediante una entrevista que se realizO a todas las madres participantes se
pudo documentar antecedentes patolégicos familiares, ginecoobstétricos vy
neonatales, debidamente registrados en una hoja de recoleccion de datos.

Las variables incluidas en el estudio fueron: consumo de acido félico, edad
materna y poliformismo de nucleétido simple. EI consumo de acido fdlico
preconcepcional comprende la ingesta de 400 pg o mas de acido félico al
menos por tres meses previo al embarazo; consumo de 4cido félico durante el
embarazo corresponde a la ingesta diaria de 1 mg o mas de suplementos de
acido félico durante un periodo minimo de tres meses consecutivos luego de la
concepcion. La edad materna corresponde a la edad de las mujeres en su
altimo embarazo. El polimorfismo de nucleétido simple indica la variacion
A1298C del gen MTHFR tanto en su forma homocigota como heterocigota.
Luego de una detallada explicacion de los objetivos del estudio y de la
obtencion del formulario de consentimiento informado de cada uno de los sujeto
de estudio, se procedio a extraer la muestra sanguinea. La recoleccion de las
muestras sanguineas se hizo mediante una puncion venosa periférica
extrayendo 5 ml en un tubo recubierto con anticoagulante EDTA.
Inmediatamente después de su obtencién las muestras fueron almacenadas a
4°C hasta el momento de su utilizacion. El estudio fue aprobado por el Comité
de Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
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Catdlica de Santiago de Guayaquil y el Departamento de Docencia del Hospital
Teodoro Maldonado Carbo, sin ningun conflicto de interés entre la entidad

Hospitalaria y la realizacion del estudio.

Analisis Genético

Se uso el KIT PureLink genomic (INVITROGEN®), para la extraccion del ADN
gendmico a partir de leucocitos en sangre periférica, posterior a esto se realizé
genaotipificacion del polimorfismo A1298C del gen de la enzima MTHFR.

Para el andlisis de la mutacion A1298C se realiz6 la amplificacion por PCR del
exon 7 del gen MTHFR usando los cebadores 5’GGTCCCCACTTCCAGCATC3
and 5'GCAAGTCCCCCAAGGAGG3'; de avance y retroceso respectivamente.
El volumen total de la mezcla para la reaccién fue de 10 pl compuestos por:
5,62 ul de agua ultra pura, 1 pl de tampén PCR 1X, 1 pl de MgCI2 (0.5 mM), 0,5
ul del primer de avance (0,5 mM) y 0,5 ul del primer de retroceso (0,5 mM), 0,08
pl de mezcla de dNTP (200 mM), 1,0 pl de ADN gendmico (20 pmol) y 0,3 pl de
Taqg ADN polimerasa (en la generacion in vitro). La mezcla se sometid a
amplificacion con desnaturalizacién inicial a 94°C durante cuatro minutos,
seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos,
hibridacibn a 62°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 40
segundos. Fue digerido por la enzima de restriccion Mboll. Luego se separaron
los productos por electroforesis en gel de agarosa al 2% de la cual resultaron

tres posibilidades: Homocigoto normal, Homocigoto mutado y Heterocigoto.

Analisis estadistico
A partir de los resultados obtenidos en el andlisis genético se calculé la
frecuencia de los alelos tanto para el grupo de estudio como para el grupo de

control. Se tomd en consideracion la edad de las madres en el momento del

18



nacimiento de los nifios ya sea sano como con sindrome de Down y la
suplementacién con acido folico preconcepcional y postconcepcional.

Para calcular la diferencia de presentacion de las variables en ambos grupos se
utilizaron herramientas béasicas de Microsoft Excel. Se considero
estadisticamente significativos los valores de P por debajo de 0.05 (p<0.05). Se
utilizé odds ratio con intervalo de confianza al 95% (IC=95%) para estimar el

grado de asociacién de las variables.

RESULTADOS

Un total de 52 madres control y 51 madres caso participaron en este estudio. La
edad materna al momento del nacimiento de los nifios con sindrome de Down
fue en promedio de 32 afios (rango: 16-47); 26 madres (51.00%) eran menores
de 35 afios de edad y 25 madres (49.00%) tenian 35 o mas afios de edad.
Dentro del grupo de las madres control, la edad promedio fue de 26 afos
(rango: 16-37); 49 (94.2%) tenian menos de 35 afios de edad y 3 madres
(5.8%) tenian 35 afios 0 mas al momento del nacimiento. Del grupo de casos 2
(3.9%) consumieron &cido félico antes de la concepcidon y 35 (68.6%) ingirieron
acido félico postoncepcion; mientras que 9 madres control (17.3%) consumio
acido félico preconcepcional y 39 (75.0%) postconcepcion. (Tabla 1)
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Tabla 1. Comparacién de los factores de riesgo entre el grupo
de madres de nifios con sindrome de Down y madres control

Factores de riesgo ~ Casos Controles
(n=51) (n=52)

e

<35 anos 26 51.0 49 94 2 1.00

>35 anos 25 49.0 15.71 (4.33-56.97) 0.000
Acido folico ---- Odds ratio (95% IC) “
reconcecmnal

17.3 1.00
49 961 43 82.7  5.13(1.10-25.05) 0.028

Acido folico .--- Odds ratio (95% IC) -
ostconcemonal

35 686 39 750 1.00

16 314 13 250  1.37(0.58-3.25) 0.47

Frecuencias Alélicas
La frecuencia alélica MTHFR 1298C fue de 26.5% (27/103 alelos) en las
madres caso (x2 = 7.48 p = 0.007). La frecuencia de los alelos MTHFR 1298

A>C para el grupo casos y control se encuentra enlistada en la Tabla 2.

Tabla 2. Frecuencias alélicas de MTHFR 1298 A>C en madres de

nifos con sindrome de Down (casos) y madres del grupo

control
o T S G
- 75 735 88.5

I 27 265 12 115 7.48 0.007
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Genotipo materno MTHFR 1298AC y asociacion con riesgo de Sindrome
de Down

Las frecuencias del genotipo MTHFR 677A>C (AA, AC y CC) en el grupo de los
casos fue 33 (47.8%), 9 (13.0%) y 8 (13.0%) respectivamente. En el grupo
control las frecuencias corresponden a 42 (67.7%), 8 (12.9%) y 2 (3.2%) de la
misma manera. No se observé asociacién entre la presencia de las variantes
genotipicas heterocigota y homocigota del gen MTHFR 1298 (AC y CC) y riesgo
para sindrome de Down, en los grupos casos y control (OR= 2.29 [IC 95%-=
0.93 — 5.62]; p = 0.079). Se encontr6 que la prevalencia del genotipo
homocigoto mutante (CC) en el grupo de los casos fue significativa en relacién
al grupo control (OR =5.73 [IC 95% 1.15 — 28.32]; P=0.043) (Tabla 3)

Tabla 3. Asociacion entre el genotipo MTHFR de las madres de
ninos con sindrome de Down (casos) (n=51) y madres del grupo
control (n=52)

[®)

_ 33 47.8 67.7 1.00

13.0 8 12.9 1.43(0.498-4.11) 0.594
9 13.0 2 3.2 5.73(1.15-28.32) 0.043
ool 18 262 10 16.1 2.29(0.93-5.62)  0.079

DISCUSION

El gen MTHFR se encuentra en el brazo corto (p) del cromosoma 1 en la
posicion 36.3. El alelo mutante en el exén 7 en la posicién 1298A C tiene una
sustitucion de citosina por adenina, lo que resulta en un cambio de glutamato a
alanina y la actividad enzimatica se ve reducida a un 68% de lo normal. Esta
enzima es de fundamental importancia porque cataliza la conversion de 5,10-
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metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato que es la forma circulatoria
primaria de acido félico y un cosustrato para remetilacion la homocisteina a
metionina. La metionina se convierte posteriormente en S-adenosilmetionina,
gue sirve como un donante de metilo esencial en las reacciones que implican

acidos nucleicos, proteinas, y otros compuestos biolégicos (15,18, 25)

Los posibles factores detras de la aneuploidia del cromosoma 21 estan bajo
ardua investigacion. En 1999 James et al observaron que el metabolismo
anormal del folato debido al polimorfismo de las enzimas involucradas en el
mismo puede producir hipometilacibn de regiones centroméricas Yy
pericentromeéricas, patron aberrantes de la metilacion del ADN, aumentando la
presentacion de la no disyuncién cromosémica y se lo consideré factor de
riesgo para un embarazo con SD en las mujeres portadoras de estas
alteraciones enziméaticas (5). Desde este primer reporte se ha descrito en
diversas poblaciones al metabolismo anormal de un carbono como factor de

riesgo materno para SD (6, 29,30).

Si bien el polimorfismo C667T de la MTHFR ha sido el més estudiado en
relacion al SD hasta la actualidad con resultados controversiales; el
polimorfismo A1298C del mismo gen también ha despertado el interés de los
investigadores. N.A. Meguid et al realizaron un estudio de estos dos
polimorfismos en la poblacién de Egipto donde participaron 42 madres caso y
48 madres control donde se pudo observar que la frecuencia de estos alelos
mutados eran significativamente mayor en el grupo de las madres caso (32.1%
y 57.1% respectivamente) comparado con las madres control (18.7% y 32.2%
respectivamente) (2). Otro estudio que involucré los mismos polimorfismo fue
realizado por J. Vranekovic et al en poblacion croata donde no se observé
asociacion entre los polimorfismos de nucleétido simple y la presentacion de SD
(5). En la poblacién brasilera J.M. Biselli et al condujeron un estudio en el que

se concluyé como factor de riesgo para la presentacion del SD la presencia de
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tres o mas polimorfismo maternos en enzimas involucradas en el metabolismo
del folato, dentro de estos polimorfismos incluido el A1298C de la MTHFR. A
pesar de los estudios que se han realizado hasta el momento los resultados son
controversiales y aun no se llega a un acuerdo (17). Estudios que establecen
como factor de riesgo 0 no a la asociacion entre el polimorfismo homocigoto
materno (CC) y la presentacion del sindrome de Down esta enlistado en la tabla
4(2,4,5,17, 31-35)

En nuestro estudio pudimos observar una asociacion estadisticamente
significativa entre el polimorfismo homocigoto CC en la posicion 1298 del gen
de a MTHFR con la presentacion del sindrome de Down en las madres
portadoras de este polimorfismo, resultado similar al obtenido por N.A. Meguid
et al. Estos resultados podran ser usados para estudios futuros para comprobar

el impacto del polimorfismo en la presentacion del SD.

Tabla 4. Asociacién entre polimorfismo materno 1298 CC vy

riesgo para sindrome de Down

Afio Estudio SD SD MTHFR A1298C

casos (n) | controles Odds (IC 95%)

(n) ratio
2005 Chango (Francia)®* 119 119 0.81 (0.33.1.99) 0.63
2006 Scala (Italia) 22 94 264 2.29 (1.06-4.96) 0.021
2006 Rai (India)*? 89 70 4.40 (1.45-13.26) 0.008
2008 Biselli (Brasil)!’ 72 194 153 (0.48-4.95) 0.473
2008 Meguid (Egipto)? 42 48 31.5 (3.51-282.33) 0.001
2008 Santos (Brasil)®* 103 108 0.44 (0.46-13.20) 0.44
2009 Cyril (India)®® 36 60 0.42 (0.10-1.76) 0.19
2010 Vranekovic 111 141 0.91 (0.32-2.59) 0.873
(Croacia)®

2012 Zampieri (Brasil)* 105 185 1.32 (0.45-3.91) 0.41
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CONCLUSIONES

Este estudio revel6 que el genotipo homocigoto mutante (CC) materno en la
posicion 1298 del gen de la MTHFR es un factor de riesgo para la presentacion
de SD en la poblacion guayaquilefia, lo que nos da una sospecha de que hay
mas factores que intervienen en el sindrome de Down que el factor de riesgo ya

conocido que es la edad materna.

RECOMENDACIONES
Consumo de acido félico primordialmente en la mujer de edad fértil no solo

porque previene los trastornos del desarrollo del tubo neural sino ademas
porque se demostrdé con este estudio que también previene el desarrollo de

sindrome de Down en parte de la poblacion.
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genético. La edad materna avanzada en el momento de la concepcion es un factor de riesgo

reconocido asociado a la no segregacion cromosémica. Sin embargo casi el 92% de los nifios
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metilentetrahidrofolato
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guayaquilefia. Materiales y Métodos: estudio de casos y controles. Se obtuvo muestras
sanguineas venosas periféricas de 51 madres de personas con Sindrome de Down y 52
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con intervalo de confianza del 95%. Valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. Resultados: Se encontr6 que la prevalencia del genotipo homocigoto mutante
(CC) en el grupo de los casos fue estadisticamente significativa en relacion al grupo control
(OR =5.73 (IC 95% = 1.15-28.32) p = 0.043). Conclusiones: el genotipo homocigoto mutante
(CC) materno en la posicion 1298 del gen de la MTHFR es un factor de riesgo para la
presentacion de SD en la poblacion guayaquilefia.
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