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ANTECEDENTES

La preeclampsia es una importante causa de morbimortalidad materno
fetal y neonatal. Afecta del 5 al 10% de la poblacién embarazada. Es un
desorden que sélo ocurre en el embarazo humano. La causa de esta patologia
aun se desconoce. Algunos autores han sugerido que puede no ser una
enfermedad tnica sino mas bien un sindrome con muitiples origenes, lo cierto es
que es impredecible, progresiva y solamente remite con la intemupcion de la
gestacion’.

Aunque la naturaleza exacta del evento primario causante de la
preeclampsia se desconoce, en los uitimos anos se ha tratado de identificar los
factores de riesgo en entidades cardiovasculares que pudieran formar parte del
complejo multifactorial de su etiologia, entre ellos la hiperhomocisteinemia, la
cual ha sido extensamente estudiada e identificada como un factor de riesgo
independiente para dafio vasculo-endotelial (que en la preeclampsia es el
organo de choque).2

En el estudio de la preeclampsia se ha descrito evidencia morfologica del
dafio endotelial renal —a endoteliosis glomerular-, también se ha descrito el darfio
ultra estructural del lecho placentario y en los vasos uterinos adyacentes. Uno de
los puntos iniciales para que se desencadenen estas alteraciones es el hecho de
la presencia de una perfusion placentaria reducida, dada a su vez por una
alteracion en la placentacion durante la segunda oleada de invasién

trofoblastica. Algunos estudios epidemiolégicos han descrito algunos patrones



genéticos de aparicién, sin embargo no se ha podido establecer un patron de

herencia especifico.’

HIPERHOMOCISTEINEMIA Y EMBARAZO.

Se ha descrito multiples asociaciones entre patologias obstétricas y la
hiperhomocisteinemia, como es la enfermedad hipertensiva del embarazo,
desprendimiento prematuro de placenta normo-inserta, defectos del tubo neural,
retardo en el crecimiento intrauterino, trombosis venosa, 6bitos y PGR. En estos
trabajos concluyen que existe una asociacion significativa entre |la
hiperhomocisteinemia y mayor riesgo de complicaciones diversas en el
embarazo incluyendo la preeclampsia.' 2 %4 5613

En 1997 se publico el primer trabajo en que se relacionaba los niveles
elevados de Homocisteina y Preeclampsia por el grupo del Dr. Aleksandar
Rajkovic en Ohio. Este fue un estudio de trasversal, en el que se estudiaron 20
casos y 20 controles (pacientes nuliparas) en el que midieron niveles séricos de
homocisteina, reportaron una media del valor de homocisteina de 8.60 + 3.05
Mol/L en los casos mientras que en los controles reportaron una media de 4.99
+ 1.1 (P<0.001), concluyendo que existia una relacion significativa en mujeres
nuliparas que desarroliaban preeclampsia, pero sin poder afirmar que este factor
sea determinante en la etiologia de la preeclampsia.”

MECANISMOS DE ACCION PATOLOGICA DE LA HOMOCISTEINA.

Los mecanismos de alteracion de vasos sanguineos contintan inciertos,
en estudios en animales se ha logrado obtener aigunos detalles. La

hiperhomocisteinemia actia directamente en las paredes de los vasos



sanguineos ocasionando dafo endotelial. Esto provoca fibrosis vascular y
alteraciones funcionales endoteliales. Las células endoteliales se vacuolizan y
se descaman por lo tanto se expone la capa subendotelial con la activacion de la
trombogénesis, también se observa hiperplasia del musculo liso vascular. La
lesion puede resultar por accion directa de la homocisteina: la auto-oxidacion de
residuos metilo de la homocisteina libera radicales libres (iones peréxido)
capaces de alterar la estructura celular y el metabolismo.

La homocisteina esta también implicada en mecanismos indirectos de
toxicidad como promocion de la oxidacion de moléculas de colesterol LDL,
alteraciones en el sistema de coagulacion y activacion plaquetaria.
Adicionalmente la hiperhomocisteinemia tiene efecto trombético, in vitro reduce
la expresion de glucosaminoglucanos que activan la anti -trombina lil. Disminuye
la expresion de trombomodulina y la activacion de proteina C y finalmente
disminuye la expresion del receptor de la t-AP, que es el principal activador del
sistema fibrinolitico.* "'

VIAS METABOLICAS DE LA HOMOCISTEINA

La homocisteina, es un sulfuro aminoacido no formador de proteinas,
cuyo metabolismo se encuentra en la interseccion de dos vias metabdlicas:
remetilacién y transulfuracién, estos ciclos se llevan a cabo por una serie de

procesos enzimaticos, los cuales se ilustran en la figura 1.



Figura 1: Principales ciclos enzimaticos relacionados con la homocisteina
PNAS/ Diciembre 18,2001/ Vol. 98/ No. 26/ 14755

PATOGENESIS DE HIPERHOMOCISTEINEMIA

La patogénesis de la hiperhomocisteinemia se debe a anommalidades en
las reacciones enzimaticas de la transulfuracion y la remetilacion del ciclo de la

homocisteina. Estas anormalidades las podemos dividir en dos grandes grupos:

' Factores ambientales: Se ha mencionado que el ciclo de la homocisteina
necesita cofactores (vitamina B6 y B12) y sustratos como el acido félico
para su funcionamiento normal. Asi, una reduccién en la ingesta en estas
vitaminas afecta el metabolismo de la homocisteina (disminuyendo su

conversion a sustancias no toxicas) y es responsable de la elevacion de



los niveles de ésta. Existen causas iatrogénicas como son el consumo de
farmacos que interfieren en el metabolismo de las vitaminas del grupo B,
como ejemplo tenemos agentes que interfieren en el metabolismo de los
folatos como el metrotexate, fenotiazidas y carbamacepina. También
farmacos que interfieren en el metabolismo de la vitamina B6 como son
teofilina, azarabina, tabaquismo y anticonceptivos orales. En el
metabolismo de la vitamina B12 tenemos al oéxido nitrico.
En la insuficiencia renal los niveles de homocisteina se elevan por falla en
el metabolismo de este en el riién. También se relaciona a insuficiencia
hepatica, canceres, hipotiroidismo, anemia perniciosa, psoriasis Y
alcoholismo crénico.*

. Factores genéticos: anormalidades en los genes que codifican las
enzimas implicadas en el ciclo de la homocisteina:

Como ejemplo se han descrito 33 distintas mutaciones del gen de la
Cistationin B-sintetasas (CBS). Estas mutaciones son autosoémicas
recesivas. La rara presentaciéon homocigota (1/200,000) presenta el
cuadro clinico clasico de la hiperhomocisteinuria congénita en donde hay
acumulacion de la homocisteina en sangre y una eliminacion urinaria
elevada de la homocisteina en su forma oxidada. Clinicamente se
presenta como retraso mental, anormalidades oculares y odseas vy
ateroesclerosis prematura. Personas heterocigotas son mucho mas
frecuentes (1/70)° y de acuerdo a Walker de 0.5% a 1.5% en la poblacion

general.''Los niveles de homocisteina de las personas heterocigotas son



esencialmente normales es su estado basal pero anormales en la prueba
de carga de metionina.

Mutaciones que provoquen una reduccion severa de la actividad de la
5,10 Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) e hiperhomocisteinemia
severa son raras. Existen dos polimorfismos comunes asociados a la
reduccion de la actividad de la MTHFR.

A) Polimorfismo A1298C se encuentra en el exon 7 cambiando una
glutamina a alanina disminuyendo la funcién de la enzima, esta mutacion
se encuentra relacionada con problemas renales y defectos del tubo
neural. *°©

B) Una mutacién puntual localizada en el exon 4 del sitio de unién de los
folatos (C677T), convirtiendo una alanina en valina. En sujetos
homocigotos la enzima se convierte en termolabil con lo cual pierde un
35% de su actividad. En los sujetos sanos con genotipo C677T, este se
asocia a niveles mas elevados de homocisteina que en heterocigotos o en

individuos con alelos C tipo salvaje.® '

Se ha demostrado que la termolabilidad de la MTHFR presenta una herencia
recesiva, que esta presente en el 5% de la poblacion en general y en un 17% de
los pacientes con enfermedad coronaria. Evidencias preeliminares indican que la
frecuencia de la homocigocidad de fa mutacion C677T varia significativamente
de acuerdo al 4rea geografica® En Europa del norte, Frosst en 1995 encontré

una prevalencia de la mutacién de aproximadamente del 33 al 40% en



heterocigotos y 10% en homocigotos en la poblacién caucasica.”’ El genotipo TT
esta presente en el 12% de la poblacion en general, con variaciones como
ejemplo 0.3% en americanos, 0.2% en asiaticos, 0.1% afro-americanos, 0.047%
en australianos y 0.066% en africanos, 0.23 en paises Balticos." En México la
prevalencia de la mutacion en estado heterocigoto es del 42 % y el homocigoto
es mayor al 30 %.*

Individuos con el genotipo homocigoto para C677T (T/T) de la MTHFR
tienden a la deficiencia en la utilizacion de folatos por la termolabilidad de la
enzima.

Aunque conocemos el efecto de la termolabilidad de la MTHFR en la
concentracion plasmatica de la homaocisteina, el impacto clinico de ello no es
claro. En un estudio reciente se demostro la interrelacion entre el genotipo de la
termolabilidad de MTHFR y el estado nutricional de folatos® ' ' ®. Cuando las
concentraciones de folato eran altas, los niveles plasmaticos de homocisteina
eran bajos y no existia relacién con el genotipo de la MTHFR. Sin embargo
cuando la concentracion de folatos era baja, los niveles plasmaticos de
homocisteina eran mas altos en los homocigotos de la mutacién C677T que en
aquellos con genotipo normal. ®

En mujeres no embarazas con dos copias del alelo mutante, la deficiencia
en la utilizacién de folatos, solo es detectables en los eritrocitos, mientras que las
concentraciones plasmaticas son normales. Sin embargo mujeres embarazadas
que son homocigotas para el alelo mutante T usualmente tienen concentraciones

bajas de folatos en los eritrocitos y niveles bajos plasmaticos comparado con
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mujeres con el genotipo de la MTHFR CC normales o CT heterocigotos y con

ello pudieran relacionarse a una poblacién con mayor frecuencia de alteraciones

derivadas de la hiperhomocisteinemia, entre las que nos ocupa: LA

PREECLAMPSIA ®

JUSTIFICACION

La preeclampsia-eclampsia es una entidad de etiologia no determinada, se
considera que es multifactorial, encontrar un factor genético podria ser
determinante en ubicar a su vez el factor ambiental precipitante. El
metabolismo del acido félico y la mutacién C677T del gen de la enzima 5-
Metilentetrahidrofolato reductasa localizados en el cromosoma 1 podrian
corresponder a éste factor genético.

Encontrar un marcador temprano de riesgo de preeclampsia permitiria la
identificacion de pacientes que se beneficiarian de vigilancia estrecha y de
medidas de profilaxis '®. hasta ahora en la practica clinica, la vigilancia
estrecha sigue siendo la mejor manera de prevenir las complicaciones
derivadas de esta enfermedad, de tal forma que aln en este contexto el
predecir el riesgo de preeclampsia es importante por el hecho de
seleccionar a las pacientes que deberan someterse a un cuidado prenatal

mas intenso.'® 12
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢La mutacion C677T es mas frecuente en las pacientes con preeclampsia-
eclampsia que en aquellas pacientes que no desarrollan preeclampsia —

eclampsia en el embarazo?

HIPOTESIS
* Existe una diferencia por lo menos del 20% en la presencia de la mutacion
C677T entre mujeres con preeclampsia-eclampsia y mujeres que no

desarrollan preeclampsia-eclampsia.

OBJETIVOS
1. Identificar la mutacién C677T del gen de la enzima 5-Metiltetrahidrofolato
Reductasa en pacientes con preeclampsia-eclampsia.
2. Identificar la mutacién C677T del gen de la enzima 5-Metiltetrahidrofolato
Reductasa en pacientes con embarazo que no desarrollan preeclampsia-

eclampsia.

CRITERIOS DE SELECCION.

Criterios de inclusién para los casos:

a. Mujeres embarazadas o puérperas con diagnostico de preeclampsia —
eclampsia (por criterios Instituto Nacional de Perinatologia) y resuelvan su

embarazo en el Instituto Nacional de Perinatologia.
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b. Pacientes que acepten participar en el estudio y firmen hoja de
consentimiento informado.

Criterios de inclusion para los controles:

a. Mujeres puérperas sin Diagnostico, ni antecedente personal de
preeclampsia al momento del parto, atendidas en el Instituto Nacional de
Perinatologia.

b. Pacientes que acepten participar en el estudio y firmen hoja de
consentimiento informado.

Criterios de no-inclusién para casos y controles:

a. Pacientes con Hipertension Arterial Sistémica, Diabetes Mellitus
Pregestacional, o gestacional del embarazo actual, Enfermedades de la
Colagena, Patologia Renal, Antecedente de Aborto Habitual, Epilepsia

con Tratamiento.

DESCRIPCION DE LAS VARIABLES
Variables en estudio:
Preeclampsia-Eclampsia.
Definicion conceptual:

A. Preeclampsia: Padecimiento que complica el embarazo mayor de 20
semanas de gestacion o al puerperio (pero no mas alla de 6 semanas),
que se caracteriza por hipertension arterial, proteinuria y edema y en
casos severos presenta ademas alteraciones hematoldgicas, hepaticas y

del sistema nervioso central. Se clasifica en 2 tipos leve y severa de

13



acuerdo a parametros establecidos en base la gravedad de la proteinuria

e hipertension.

Eclampsia: Presencia de convulsiones en la paciente preeclamptica.

Definicion operacional: entidad clinica que afecta a la mujer embarazada

caracterizada esencialmente por hipertension proteinuria y edema:
Preeclampsia leve: después de la semana 20 aparecen 2 o mas de los
siguientes signos:
+ Presién arterial media mayor o igual a 106 mmHg. *.
+» Presion diastélica mayor o igual a 90 mmHg. menor a 110 mmHg. *.
+“ Presion arterial sistélica mayor o igual a 140 mmHg. menor a 160
mmHg.*.
<+ Proteinuria mayor a 3 gr. en orina de 24 hrs. menor a 3 grs. 0 2
examenes cualitativo con proteinuria ++ en 2 tomas separada por 6
hrs.
%+ Edema persistente de extremidades o cara.
< Afeccion renal, hepatica y del SNC minima o ausente
Preeclampsia severa:

% Presién arterial media mayor o igual a 126 mmHg. *.

L7
L

Presion diastolica mayor o igual a 110 mmHg. *.

ol

+ Presion sistélica mayor o igual a 160 mmHg. *.

*
L

Proteinuria mayor a 3 gr. en orina de 24 hrs. 6 2 examenes cualitativo

con proteinuria +++ en 2 tomas separada por 6 hrs.

14



<+ Afeccion sistémica severa
*Tomas de presion arterial deben ser 2 tomas consecutivas con un intervalo de
6 hrs. y con la paciente sentada.
Eclampsia

% Presencia de convulsiones y/o coma en el curso de la preeclampsia.

Tipo de variable dependiente: dicotémica.

Nivel de medicion: presente o ausente.

B. Presencia de mutacién C677T del gen de la 5-MTHFR

Definicion conceptual.

Mutacién del gen C677T de la enzima 5-MTHFR : Cambio de la secuencia del

DNA en la que se sustituye una citosina por una timina en la posicion 677 que
trae consigo el cambio de una alanina por una valina en el exén 4 del sitio de
union a folato del gen de la 5S-MTHFR

Definicion operacional de mutacién C677T de la enzima 5-MTHFR: Presencia de

fragmentos del gen de 181 y 53 bp. en electroforesis en gel posterior a la

digestion del gen con la enzima Hinfl. En estado homocigoto.

Tipo de variable independiente: dicotémica.

Nivel de medicién: presente o ausente.

15



DISENO DEL ESTUDIO

Transversal comparativo.

TIPO DE MUESTREO

No Probabilistico de Casos Consecutivos

TAMANO DE LA MUESTRA
Se calculd6 una muestra para diferencia de proporciones entre
embarazadas preeclampticas y no preeclampticas de las mutaciones C677T del
gen de la enzima 5-Metiltetrahidrofolato Reductasa del 20%, con una proporcion
en paciente sanas del 20% y una proporcion aproximada de la mutacién en
pacientes preeclampticas del 40%.""
Se utilizé el estadigrafo Z con:
a=0.05
B=0.20
Diferencia del 20%

Muestra de 64 pacientes por grupo.

ANALISIS ESTADISTICO
Estadistica descriptiva para definir las caracteristicas de la poblacion y X

para diferencia de proporciones.
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ASPECTOS ETICOS
Consideramos que este estudio tiene un riesgo minimo de acuerdo a sus

caracteristicas por requerir de toma de liquidos bioldgicos.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

El grupo de estudio sera conformado por las pacientes que ingresan con
diagnéstico de preeclampsia-eclampsia, en el Instituto Nacional de Perinatologia,
que acepten mediante consentimiento informado participar en forma voluntaria,
previa explicacion del estudio. Posteriormente se llenara un formato para obtener
datos clinicos de la paciente, se obtendran ademas datos de variables
consignadas en el expediente clinico. Se realizara la toma de una muestra de 3
ml sangre venosa en tubos con EDTA (anticoagulante), se deberan preservar
muestras en refrigeracion entre 2-8°C; el ADN se aislara a partir de células
nucleadas de sangre venosa de acuerdo al protocolo del fabricante (24), Se
realizaran las pruebas de integridad y pureza del material genético, asi como su
cuantificacion mediante espectrofotometria con lecturas a 260, 280 y 320 nm.
Alcanzando las condiciones éptimas para la amplificacion. El material genético
se preservara mediante refrigeracion a 2°C para su posterior amplificacion
mediante PCR (27) y su digestion con enzimas Hinfl para mutaciéon C677T. Los
protocolos estaran autorizados por ambos comités de ensefianza e investigacion
hospitalarios.
Analisis de muestras:

« El gen sera amplificado mediante PCR utilizando enzima Taq.

17



« El gen amplificado sera sometido a digestion con enzima Hinfl.

« Las digestiones seran sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 2%
para analizar los fragmentos obtenidos, y corroborar la presencia de la
mutacién asi como su hetero u homocigocidad.

e (veranexo 1).

Posteriormente se lleva acabo El analisis de los resultados

RESULTADOS

En el periodo de recoleccion de muestras comprendido entre 06.08.03 al
23.04.04 se recolecté la muestra calculada, para un total de 64 casos y 64
controles consecutivos. Los casos incluyeron 33 mujeres con preeclampsia leve,
27 con preeclampsia severa y 4 con diagndstico de eclampsia.

El promedio de edad en el grupo de casos fue de 28.12 afos (15.13), mientras
que en los controles fue de 28.65 (1+8.41), el indice de masa corporal (IMC) de
los casos fue de 25.37 (15.13), mientras que el promedio de IMC en los
controles fue de 24.61 (£3.52). La mediana del No. de embarazos en el grupo de
casos fue de 1 (rango de 1-8), mientras que en el grupo control 2 (1-6) (tabla |,

).

TABLAI.
Descripcion de caracteristicas epidemioldgicas de los grupos en estudio.
EDAD* IMC EMBARAZOS (#)
GRUPO - - -
Promedio | D.E. Promedio | D.E. Mediana | Rango
Casos 27.4 +5:13 24 43 +5.13 1 1-8
Controles 28.6 + 8.41 24.64 $352 2 1-6

*El promedio de edad y su medida de dispersion se encuentran calculados en escala decimal.

18



Tabla Il. Descripcion de No. de gestaciones por grupo de estudio

GRUPO PROPORCION DE PACIENTES
Primigestas 2-3 embarazos | Mas de 3 embarazos
Casos 50 % 37.5% 12.5 %
Controles 28.12 % 43.75 % 28.12 %

Entre los casos 13 pacientes habian cursado previamente con
preeclampsia, no se incluyé ninguna paciente con antecedente personal de
preeclampsia en el grupo control (ver criterio de inclusién), los antecedentes
familiares o por parte del esposo de preeclampsia no difirieron entre los grupos
de estudio y solo 3 pacientes en ambos grupos (1 en el grupo control y 2 dentro

de los casos) tuvieron mas de uno de este tipo de antecedente (tabla IIl).

Tabla lll. Antecedentes familiares de preeclampsia.

PROPORCION DE PACIENTES CON ANTECEDENTE DE
GRUPO PREECLAMPSIA
Antecedente familiar Antecedente en familia de la pareja.
Casos 15.6 % 78 %
Controles 17.1% 9.37 %

A 8 pacientes en el grupo de casos se les tomé muestra ain embarazadas,
mientras que al resto del grupo y al grupo control se les tomo la muestra ya en
el puerperio.

Los resultados del polimorfismo C677T de la MTHFRse presentan en las tablas

VyV.

Tabla IV. Presencia homocigocidad para el polimorfismo C677T en los grupos
de estudio.
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GRUPO HOMOCIGOTOS CON | SIN HOMOCIGOCIDAD PARA
POLIMORFISMO C677T EL POLIMORFISMO C677T
Controles 11 (17.2%) 53
Casos 15 (23.4%) 49
Diferenc'ia de 6.2% 4%
proporciones

Se aplicé X2 para diferencia de proporciones X2=0.762, P>0.05.

Tabla V. Estado de cigocidad en la poblacion diana.

CIGOSIDAD
GRUPO Homocigoto - Homocigoto sin
con mutacién Heterocigoto la mutacién Total
Eclampsia 1 2 1 4
Preeclampsia 8 14 5 27
severa
CASOS Preeclampsia 6 18 9 33
leve
Total 15 34 15 64
CONTROLES 11 38 15 64

La proporcién de pacientes preeclampticas (casos) con estado homocigoto de la
mutacién C677T 23.4% (15/64), mientras que la proporcion de pacientes con la
mutacién C677T en el grupo control fue de 17.2% (11/64), Se aplico X2 para
diferencia de proporciones, la cual fue de 0.092 (por debajo del nivel critico), P=

0.762.

CONCLUSIONES
La diferencia de proporciones de homocigocidad para la mutacién C677T entre
el grupo control y los casos fue de 6.2%; la prevalencia de la homocigocidad con
la mutacién C677T entre los casos fue de 23.4% (15/64 pacientes), mientras que

entre los controles esta fue de 17.2 (11/64 pacientes). La muestra calculada se
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completo y al aplicar X? para diferencia de proporciones, obtuvimos un resultado
de 0.434, con un valor de P =0.510; de esta manera la diferencia encontrada no
fue estadisticamente significativa (P>0.05).

Al observar el grupo de casos de acuerdo a la gravedad de la enfermedad
hipertensiva, encontramos una proporcién de pacientes con homocigocidad para
la mutaciéon C677T del 25% en las pacientes ecldmpticas (1/4 pacientes), del
29.6% en el caso de las preeclampticas severas (8/27 pacientes) y 23.1 % en las
pacientes con preeclampsia leve (6/33 pacientes),

Con los datos del estudio es puede obtenerse la frecuencia alélica de la
mutacion C677T en la poblacion diana (presencia del gen  mutado
independientemente de la cigocidad), la cual fue de 46.8% para los controles y

de 50% para los casos, la cual evidentemente es muy similar en ambos grupos.

DISCUSION

Aunque la preeclampsia es una de las enfermedades obstétricas de mayor
importancia a nivel mundial, y a pesar de todos los estudios sobre ella, la
etiologia de la misma permanece auln desconocida, sin embargo lo que si es
bien conocido es que el dafo endotelial esta involucrado en la fisiopatologia de
esta enfermedad, y es el punto en el que se basan algunos estudios para
establecer la relacién entre hiperhomocisteinemia y preeclampsia.

Hace casi 30 afios que Mc Cully reportdé el caso de un nifio con

hiperhomocisteinemia, que presentaba lesiones arteriales y esta observacion
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llevo a proponer que las concentraciones elevadas de homocisteina pudieran ser
responsables de enfermedad vascular oclusiva a edades tempranas. '°

Ya que los niveles séricos de la homocisteina dependen entre otras cosas
de la actividad de las enzimas que participan en su metabolismo
(predominantemente Cistein B-sintetasa y la metilentetrahidrofolato reductasa),
el pensamiento légico es la busqueda de asociaciones entre los defectos de
estas enzimas (polimorfismos en los genes que las traducen), que nos lleven a
hiperhomocisteinemia y con ello a dafio endotelial y particularmente durante el
embarazo a preeclampsia (efectos del estado homocigoto para mutacién C677T
se hacen mas evidentes durante el embarazcn).'s

Se ha comentado previamente que la prevalencia de la mutacién objeto
de nuestro estudio tiene variaciones demograficas importantes. En México
existen reportes donde se han determinado prevalencias del estado homocigoto
para la mutaciéon C677T cercanas al 20% en la poblacién general, en nuestro
estudio la prevalencia de la mutaciéon en el grupo control fue de 17.2% (muy
similar a la referida en estudios previos), la prevalencia de la mutacion entre los
casos fue de 23.4% (igualmente proxima a la prevalencia reportada en la
poblacion general)
En la poblacién de nuestro estudio solo 2 pacientes fueron suplementadas de
acuerdo a la Norma Mexicana sobre suplementacion con acido félico durante el
embarazo (NOM-034-SSA2-2002) y ambas pacientes presentaron preeclampsia,

por lo que podemos concluir que la ingesta de folatos suplementados no fue un
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factor determinante en la falta de significancia estadistica de la diferencia de
proporciones en nuestros resultados (P =0.510).

La frecuencia alélica tampoco jugd un papel determinante en nuestros
resultados, ya que la frecuencia alélica para la mutacion C677T entre los casos
fue del 50%, mientras que para los controles fue del 46.8%.

Llama la atencién el subgrupo de pacientes con preeclampsia severa en
quienes la prevalencia de homocigocidad para la mutacion en cuestion (29.6% -
8/27 pacientes) es mayor que en el resto de los subgrupos, Por ello pensamos
que la homocigocidad para la mutacion C677T pudiera, con estudios disefiados
para dicho propésito, abordarse como factor pronéstico de la gravedad de la
enfermedad hipertensiva en el embarazo mas que como un factor causal para la
misma.

Ciertamente es necesario el estudio de otros factores implicados tanto en
la etiopatogenia de la preeclampsia, como en otros trastornos relacionados con
alteraciones del metabolismo de los folatos. Este trabajo forma solamente una
parte de una linea de investigacion sobre acido folico que actualmente se
desarrolla en el departamento de genética y biologia molecular del Instituto
Nacional de Perinatologia, en el que se busca realizar un estudio poblacional
bioquimico y genético en el que se incluyen mediciones como homocisteina
sérica, folatos eritrocitarios, determinaciones de otros polimorfismos relacionas al
metabolismo del acido félico entre otros rubros; y que abarca multiples

patologias como defectos del tubo neural, labio y paladar hendidos, diabetes y
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por supuesto preeclampsia entre muchas otras y cuyos resultados adn estan en

espera para realizar un analisis general de la linea de investigacion completa.
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ANEXO 1

REACCION DE POLIMERASA EN CADENA.

Material:

1. Agua destilada 39 pl

2. Buffer 10X 5ul

3. dNTPs 1l

4. Oligoiniciador directo(5°) 1yl

5. Oligoiniciador indirecto (3°) 1ul

6. DNA molde 2l

7. Taq polimerasa 1ul
Procedimiento:

1. Se programa el termocilador para que se realicen los siguientes pasos

a) Incubacion inicial 94°C por 60 seg.
b) Naturalizaciéon  94°C por 60 seg.
c) Analisis 65°C por 45 seg.
d) Polimerizacion = 72°C por 45 seg.
e) Ciclosde PCR 31

f) Termal Cycler = MJR RTC-100.

2. Adicionar los reactivos anteriormente enumerados en el orden indicado un tubo de
PCR DE 0.2ml para cada muestra.

3. Mezcle con la punta de la micropipeta y de ser necesario centrifugue un pulso para
centrar la mezcla de la reaccion en el fondo del tubo.

4. Coloque los tubos cerrados en el termociclador y supervise el primer ciclo.
5. corres en el gel de azarosa 1%. El gel debera mostrar una banda de 300pb

aproximadamente, correspondiente al segmento del gen en estudio.

PREPARACION DEL GEL AGAROSA.

Material:
1. solucién bafer TBE 50 ml.
2. Agarosa 0.50 gr.

La solucién se coloca en el microondas 1.5 minutos, hasta que se disuelva y quede
cristalina, colocandose la solucion en un porta gel, dejandose enfriar.
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ANEXO 2

Carta informativa para paciente
Estimada Seiiora:

En el instituto Nacional de Perinatologia se llevan a cabo varios estudios de
investigacion, Por medio de esta carta informativa le invitamos a formar parte de un
protocolo de investigacién que tiene como titulo: “Preeclampsia-Eclampsia y su relacion
que existe con la mutacion del gen de la 5-MTHFR". Este protocolo tiene como finalidad
determinar si existe una relacion entre la mutacién del gen de la enzima 5
Metiltetrahidrofolato reductasa y la presentacion de preeclampsia-eclampsia. Para este
estudio se requiere analizar sangre de pacientes que han presentado preeclampsia-
eclampsia y sangre de pacientes sanas para compararias entre si.

De aceptar participar en el, le pediremos nos regale una pequefa muestra de sangre.
Esta muestra se enviara a un laboratorio especializado localizado en la torre de
investigacion de este hospital, en la muestra que nos done se estudiara la presencia de
algunas sustancias como: homocisteina, acido félico y por supuesto se estudiara el gen
ya mencionado. Usted puede decidir retirarse del estudio en el momento que lo desee.
Con la toma de esta muestra de sangre no tiene ningun riesgo, solo el “piquete” con la
aguja al tomar la muestra, quien tomara la muestra es una persona experta. El analisis
se llevara acabo en el Instituto, sin cargo extra.

El presente protocolo de investigacion clinica ha sido aceptado por la comision cientifica
y de ética de este Instituto. Sélo persigue fines académicos y de investigacion y no de
lucro.

Usted ha sido elegida para participar en este importante estudio, con su colaboracion
aportara un gran beneficio para el estudio y entendimiento de una de las enfermedades
mas graves de la mujer embarazada, de tal forma que en un futuro préoximo pueda se

tratada.

Su colaboracién es de suma importancia.

Gracias.
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TEXTO DECLARATORIO. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

(Nombre del participante o de su representante legal)

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar (En que participe mi
representado), en este protocolo de investigacion cuyo objetivo, procedimiento,

beneficios, y riesgos se especifican en la primera seccion de este documento.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o
contestar cualquier pregunta, que al momento de firmar el presente, no hubiese

expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha informado que el participar en este estudio no aumentara los costos de la
atenciéon medica que se me deba brindar, y que toda informacién que se otorgue sobre
mi (su) identidad y participacion sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice y que
puedo retirarme del estudio cuando lo decida.

Para los fines que se estime conveniente firmo la presente junto con el investigador que

me informo, y dos testigos, conservando una copia de:

a) Consentimiento informado
b) Informacion proporcionada para obtener mi autorizacion.

Meéxico D.F. a de de 200__.
Participante Firma
Representante Firma
Investigador Firma
Testigo Firma
Testigo Firma

30



ANEXO 3

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.
Pacientes con Preeclampsia-Eclampsia- Controles

No. de Caso

DATOS GENERALES

Nombre de la Paciente:

Registro: Edad:

Peso: Talla:

IMC:

Cifras de TA al Diagnostico: mmHg. Proteinuria

Paciente: Preeclamptica( ) Leve( ) Severa( ) Eclamptica( )
Control ()

Menarca__ Ciclos Parejas Sexuales_____ IVSA
Gesta Para Aborto Cesarea_
Obito FUM FPP MPF
Antecedentes Familiares

Preeclampsia Previa SI( ) NO( )

Preeclampsia Madre o Hermana(s) SI( ) NO( )

Antecedentes Familiares del Esposo SI( ) NO( )

Ingesta de acido félico (inicio, duracion y presentacion)

MEDICIONES

Semanas de gestacion al momento de la toma:

(Por FUM y US antes de las 20 semanas o Unicamente US si no es confiable la FUM)

Fecha de la toma:

Homocisteina plasmatica total:

pmoles por litro

Acido félico plasmatico:

Acido félico intraeritrocitario:

Vitamina B12:

Cisterna:

Acido metilmalénico:

Defectos estructurales en el recién nacido evidentes:

Si No Especifique
Resultado: Mutacion
Heterocigoto Homocigoto
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