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Resumen 

Análisis de los polimorfismos eNOS G894T y MTHFR C667T, asociados con preeclampsia en 

población mestiza e indígena mexicanas 

La preeclampsia es un síndrome específico del embarazo caracterizado por hipertensión arterial, 

proteinuria y edema generalizado que afecta entre 4 y 6% de los embarazos en México. La etiología 

de este padecimiento es multifactorial; entre las posibles causas de éste se encuentran los cambios 

fisiológicos en la gestación, deficiencias nutricionales, alteración en la función endotelial, 

placentación anormal, mala adaptación inmunológica y predisposición genética. La sospecha de un 

origen genético para el desarrollo de la preeclampsia ha llevado a la búsqueda de mutaciones en 

genes involucrados con la regulación del tono vascular, por lo que se han estudiado diversos genes 

que pueden representar un riesgo. 

Se sospecha que algunos alelos polimórficos causan diferencias en la función del gen, en la 

proteína resultante o en la regulación del mismo y que esto contribuye de alguna manera al 

desarrollo de una enfermedad. Dentro de los polimorfismos que se han asociado con diversos 

padecimientos se encuentran el cambio de guanina por timina de la sintasa de óxido nítrico 

endotelial (eN OS) G894T y el cambio de citosina por timina de la metilentetrahidrofolato reductasa 

(MTHFR) C677T, los cuales se han visto involucrados con la regulación del tono vascular por lo 

que se ha estudiado y comprobado su relación con patologías cardiovasculares e hipertensión 

arterial. Debido a que la preeclampsia se debe principalmente a un aumento en la tensión arterial, se 

ha propuesto el estudio de estas variantes genéticas como un posible factor de riesgo a presentar 

preeclampsia. 

En este trabajo se analizó la frecuencia de los polimorfismos G894T de la eNOS y C677T de la 

MTHFR mediante RFLP 's y discriminación alélica por PCR-tiempo real respectivamente; en 

población mestiza y maya mexicanas, así como en un grupo de riesgo (mujeres mayas con 

preeclampsia). Los resultados muestran que no existen diferencias estadísticamente significativas 

entre la población mestiza y la maya, para ambos polimorfismos. A demás se encontró que la 

presencia del alelo mutado para el polimorfismo G894T del gen de la sintasa de óxido nítrico 

endotelial es un factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas; por otro lado 

la presencia del polimorfismo C677T del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa no presenta un 

riesgo para el desarrollo de preeclampsia en las mujeres mayas. 



Mo del Rocío Juárez Velázquez 

1. Introducción 

1.1 PreecIampsia 

1.1.2 Definición de PreecIampsia 

La preeclampsia es un síndrome específico del embarazo caracterizado y diagnosticado por 

incremento de la presión sanguínea, edema generalizado y proteinuria (Roberts y Cooper, 200 1). 

Generalmente estos síntomas aparecen después de una edad gestacional de 20 semanas (Marja y 

col, 2000). En ocasiones, la mujer desarrolla cuadros convulsivos, convirtiendose la preeclampsia 

en eclampsia (Marja y col, 2000). 

En la mayor parte de los países la preeclampsia se considera como la principal causa aislada 

de muerte materna y fetal . De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, es la primera 

causa de mortalidad y morbilidad perinatal (Zuzpan y SchitT, 1991). La preeclampsia ocurre entre 

el 4-5% de todas las mujeres gestantes (Marja y col, 2000) y se ha calculado que provoca 

aproximadamente 50,000 muertes cada año en todo el mundo por lo que constituye un problema de 

salud pública principalmente en países pobres o en vías de desarrollo (Villanueva y Alanis, 2000). 

De acuerdo con las tasas conocidas de la frecuencia de la preeclampsia y eclampsia en 

México se estima que anualmente hay de 2190 a 6570 casos. Durante 1999 las causas más 

frecuentes de ingreso hospitalario en mujeres de 15 a 44 años de edad fueron las complicaciones de 

embarazo, representando el 60% del total de ingresos de los cuales el 28% se debió a preeclampsia 

(Villanueva y Alanis, 2000). El 85% de las mujeres que presentan preeclampsia son primigestas, 

del 14 al 20% ocurre en multigestas, del II al 27% en embarazos gemelares, el 30% de los casos en 

mujeres con malformaciones uterinas y el 25 % de las mujeres con antecedentes de hipertensión 

arterial crónica o enfermedades vasculares (Soto, 200 1). 

El diagnóstico de preeclampsia basado en las recomendaciones del grupo de Trabajo 

Americano sobre Presión Sanguínea Elevada en el Embarazo (Lenfant y col, 1990) y el grupo de 

trabajo de la Sociedad Alemana de Obstetricia y Ginecología (Rath y col , 2000), considera los 

siguientes parámetros: 
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l. Incremento de la presión sanguínea sistólica de 30 mm Hg o más y/o un incremento en la 

presión sanguínea diastólica de I S mm Hg o más antes de 20 semanas de gestación. Dos 

lecturas de 140/90 mm Hg o más en dos diferentes ocasiones con diferencia de 4 horas 

entre lecturas. 

2. Proteinuria con una excreción de proteínas de 0.3 g o más en un espécimen de 24 horas o 

dos muestras de orina con una concentración de proteínas de 30 mg/dL con diferencia de 4 

horas entre la recolección de muestras. 

3. Presentar síntomas por primera vez después de 20 semanas de gestación a partir del último 

periodo menstrual y hasta 6 semanas postparto. 

1.1.2 Etiología de la Preeclampsia 

La preeclampsia es una patología de etiología multifactorial, por lo que ha sido dificil 

dilucidar cada una de las causas que ocasionan el desarrollo de este síndrome. A la fecha se han 

reconocido diversos factores entre los que se encuentran: 

1. Cambios fisiológicos en el aparato cardiovascular 

Durante el embarazo se sufren diversos cambios fisiológicos priencipalemente en el aparato 

cardiovascular (Cajiga y col, 1994). Dichos cambios incluyen un incremento en el volumen 

total de sangre circulante, incremento en la función cardiaca, vasodilatación generalizada y 

alteración en la síntesis de sustancias vasoactivas como el óxido nítrico, prostaglandinas, 

endotelinas y angiotensina; por lo que es necesaria una adaptación vascular que al ser 

deficiente conlleva al desarrollo de preeclampsia (Marja y col, 2000). 

11. Alteraciones nutricionales y metabólicas 

Deficiencias nutricionales principalmente de calcio, alteraciones en los sistemas 

antioxidantes, mayor sensibilidad a la acción de angiotensina , o un desequilibrio en la relación 

prostaglandina / tromboxano, alteraciones en el metabolismo intracelular de sodio, calcio, 

magnesio, un estado de sobre actividad del sistema nervioso y diabetes por insuficiencia de 

insulina (Villanueva y Pademera, 1999). 



Ma del Rocío Juárez Velázquez 3 

111. Alteración generalizada en la función endotelial 

Ya que las alteraciones en la estructura y función del endotelio causan vasoconstricción y 

trombosis vascular, el endotelio produce lo que se conocía como factor relajante derivado de 

endotelio y ahora se sabe es el óxido nítrico (Alderton y col, 200 1). Existen evidencias de un 

incremento en la síntesis de actividad del oxido nítrico en el embarazo normal, probablemente 

por un mecanismo mediado por estrógenos, en mujeres con preeclampsia se ha observado la 

inhibición en la producción de óxido nítrico (Morris y col, 1996). 

iv. Placentación anormal 

De manera normal, durante el primer trimestre de embarazo, las ramas terminales de las 

arterias uterinas (arterias espirales) son invadidas por células del citotrofoblasto. Estas células 

reemplazan al endotelio y a la pared vascular de las arterias espirales, transformándolas en 

arterias deciduales con una pared delgada y de baja resistencia (Gallery y col, 1997; Villanueva 

y col, 1999). Este cambio en las arterias espirales dan como consecuencia la placentación 

defectuosa en la que pueden participar mecanismos genéticos e inmunológicos. Al parecer en 

las primeras etapas del desarrollo los genes paternos son los que controlan en mayor parte el 

desarrollo de los tejidos placentarios, mientras que los genes matemos desempeñan un papel 

más importante en el desarrollo del embrión (Cajiga y col, 1994). 

v. Mala adaptación inmunológica 

Se ha considerado una respuesta inmunológica hacia los antígenos proporcionados por el 

padre como una probable causa de este síndrome debido a que la mayor parte de las mujeres 

que la presentan son nulíparas o sus embarazos tienen un origen paterno diferente (Marja y col, 

2000). 

VI. Predisposición genética 

La sospecha de predisposición de origen genético para la preeclampsia ha llevado a la 

búsqueda de mutaciones en genes involucrados con la regulación del tono vascular, entre estos 

factores genéticos se han propuesto loci que estadísticamente representan un riesgo, entre los 

genes implicados están el gen de angiotensina cuya variante Met235Thr se ha relacionado con 

preec lampsia e hipertensión (Jeunemaitre y col, 1992; Wilton y col, 1995), el gen de la óxido 

nítrico sintasa endotelial del cromosoma 7, el cual presenta una variante Glu984Asp que se ha 

visto implicado en hipertensión arterial y afecciones coronarias (Amgrimsson y col, 1997), 
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mutación en el factor V de Leiden (1691 G-A) (Morgan el al., 1999) y la hiperhomocisteinemia 

producida por una mutación C677T en el gen MTHFR (Sohda y col, 1997). 

1.2 Los polimorfismos genéticos y su relación con patologías 

Para encontrar diferencias genéticas entre individuos, se han utilizado diversas técnicas 

que originalmente fueron los fenotipos, posteriormente secuencias de proteínas, electroforesis de 

productos de PCR, polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLPs) y 

microsatélites. Con las nuevas tecnologías para la secuenciación del ADN y detección de 

diferencias en una sola base, ha surgido un nuevo termino para un concepto antiguo que es el de 

polimorfismos de un solo nucleótido o SNPs por sus siglas en ingles (single nucleotide 

polymorphism) (Pui-Yan Kwok, 2003). 

Un polimorfismo se define como la existencia de dos o más alelos de un gen presentes en 

una población en una frecuencia de al menos el 1% de la población. Los polimorfismos de un sólo 

nucleótido o SNP ocurren en el genoma humano con una frecuencia de uno de cada I Kb. El 

estudio de estas variantes en la secuencia codificante de las proteínas se inició principalmente en 

enzimas metabólicas (Knudsen y col, 2001). Estos cambios en la secuencia de ADN contribuyen en 

las características individuales, la variación fenotípica, predisposición a alguna enfermedad y la 

respuesta al ambiente. 

Se han estudiado diversos SNPs con el fin de encontrar genes que contribuyan de diferentes 

maneras al desarrollo de padecimientos. Se sospecha que algunos alelos polimórficos causan 

diferencias en la función del gen yen la proteína resultante, o alteran la regulación del mismo y esto 

contribuya de alguna manera al desarrollo de una enfermedad, aunque algunos polimorfismos 

parecen resultar inocuos. Estos polimorfismos se han utilizado como marcadores genéticos para 

determinar la existencia de polimorfismos funcionales (Pui-Yan Kwok, 2003). 

Dentro de los SNPs que se han asociado con diversos padecimientos se encuentran el 

cambio de guanina por timina de la eNOS G894T y el cambio de citosina por timina de la MTHFR 

C677T, los cuales se han visto involucrados con la regulación del tono vascular por lo que se ha 

estudiado y comprobado su relación con patologías cardiovasculares e hipertensión arterial. Debido 

a que la preeclampsia se debe principalmente a un aumento en la tensión arterial, se ha propuesto el 

estudio de estas variantes genéticas como un posible factor de riesgo a presentar preeclampsia. 
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1.3 Sintasas de óxido nítrico 

1. 3.1 Sintasas de óxido nítrico (NOS) y su importancia biológica 

Las enzimas responsables de la formación de NO son conocidas como sintasas de óxido 

nítrico (NOS) (Philip Y col,. 1993) que catalizan la conversión de L-arginina a L-citrulina 

en presencia de oxígeno molecular. Las NOS presentan diferentes propiedades entre sí, 

dependiendo del tejido en donde se encuentran, lo que sugiere algún tipo de metabolismo particular, 

de acuerdo a la función en cada tipo de tejido. 

El NO se origina a partir de la oxidación de uno de los átomos de nitrógeno terminales del 

aminoácido L-arginina por las NOS, teniendo a NG-Hidroxi-L-arginina (NHA) como intermediario 

(Hemmens y Mayer, 1997) (fig. I). 

La degradación del NO se da por la acción del anión superóxido, que es producido bajo 

condiciones fisiológicas como parte normal del metabolismo y puede reaccionar con otras especies 

reactivas de oxígeno o ser degradado por la enzima superóxido dismutasa a peróxido de hidrógeno 

y oxígeno. 

// " 
NH NH 

i 

10 NADPH ,~ 
HZO 

0.5 NADPH '" 
HZO 

GJ /~"-. e 
H, N COO 

GJ /',,- e 
H,N COO 

L-arginina NG -h idrox i-L-argin ina 

+ 

i 
GJ j. \.j 

H,N ' " COO 

·N=O 

L-citrulina óxido nítrico 

Figura 1. Reacción de las enzimas sin tasas de óxido nítrico (NOS). 
Las NOS catalizan la conversión de L-arginina en L-citrulina en 
presencia de Nicotinamida Dinucleótido Fosfato reducido (NADPH) y 
oxígeno molecular, todas las NOS utilizan L-Arginina como sustrato. 
(Hernrnens y Mayer, 1997) 
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La fami lia de las NOS humanas está fonnada por tres diferentes isofonnas que comparten 

un 51-57% de homología, producidas por diversos genes, con diferente localización, regu lación, 

propiedades catalíticas y sensibilidad a inhibidores. Estas isofonnas han sido referidas a la 

nomenclatura mas común: nNOS (también conocida como tipo 1, NOS-I) referida a la isofonna 

primordialmente encontrada y predominante en tejido neuronal, iNOS (también conocida como tipo 

11, NOS-2) referida a la isofonna que es inducible en un amplio rango de células y tejidos y eNOS 

(también conocida como tipo 111, NOS-3) referida a la isofonna primordialmente encontrada en 

células del endotelio vascu lar (tabla 1). Estas isofonnas eran anterionnente dife renciadas basándose 

en su expresión constitutiva (eNOS y nNOS) e inductiva (iNOS) y en su dependencia de calcio 

(eNOS y nNOS) o independencia (iNOS) (Wendy y col, 200 1). 

Tabla l. Características de las iso formas de las sintasas de óxido nítrico humanas 

Isoform. Abreviatu ra Locus Longitud y P roteína Ex presión Dependencia Expresión 

consti t ución a Ca 2. en tejidos 

del gen 

NEURONAL nNOS 12q24.2- 200 kpb 1434 aa Constitutiva Dependiente Células 

Tipo I 12q24.3 
29 exones 16 1 kDa 

neuronales y 
28 intrones 

de músculo 

esquelético 

INDUCIRLE iNOS 17ccn- 37 kpb 1203 aa Inducible Independiente Músculo liso, 

Tipo " 17q 11.2 
26 exones 133 kDa 

mediante macrófagos, 
25 intrones 

proceso miocitos, 

intlamatorio neutrótilos. 

ENDOTELIAL eN OS 7q35- 21-22 kpb 1203 aa Constitutiva Dependiente Células 

Tipo 111 7q36 
26 exones 133 kDa 

endotel iales, 
25 intrones 

epiteliales y 

de múscu lo 

liso 

(Hemmens y Mayer, 1997; Wendy y col" 2001) 
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Las NOS tienen una estructura formada por dos dominios principales: el dominio oxigenasa 

en el extremo amino terminal que contiene sitios de unión a tetrahidrobiopterina (BH4) y a L­

arginina, mientras que el dominio reductasa contiene sitios para Flavina Mononucleótido (FMN), 

Flavina Adenina Dinucleótido (FAD) y Nicotinamida Dinucleótido Fosfato reducido (NADPH) 

(Alderton y col, 2001) (fig. 2). 

FMN FADNADPH I COOH 

_____ - - ~ - - I 

DOMINIO OXIGENASA DOMINIO REDUCT ASA 

Figura 2. Uniformidad en la estructura de los dominios de las óxido nítrico sin tasas 
Los dominios oxigenasa y reductasa son mostrados como cajas sólidas en los que se 
observa para el dO"1inio oxigenasa el sitio de unión al sustrato L-arg así como para los 
cofactores Hem y 8H, (Alderton y col, 200 1). 

Las NOS son caracterizadas como citocromos P-450 y como hemoproteínas ya que 

requieren tetrahidrobiopterina (BH4) , FMN Y F AD como cofactores y catalizan la oxidación de L­

arginina, dependiente de NADPH, para formar NO y L-citrulina (Marsden y col , 1992; White y 

Marletta, 1992) (fig.3). 

I .-Arl!inina 
O2 

I .-C itrulina 
NO 

Figura 3. Reacción catalizada por las óxido nítrico sintasas 
Los electrones son donados por NADPH al dominio reductasa de la enzima y 
son llevados al dominio oxigenasa vía FAD Y FMN., en este dominio los 
electrones interactúan con el hierro y 8H, Y esto activa el sitio catalítico de 
la reacción de oxidación de L-arginina, generando citrulina y oxido nítrico 
como productos. Los electrones que fluyen a partir del dominio reductasa 
requieren la presencia de Ca}' y calmodlllina ligados (Alderton y co l,. 200 1). 
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Las NOS están reguladas mediante la interacción con calmodulina (CaM), lo cual resulta 

necesario para la actividad enzimática en las tres isoformas. La dependencia de Ca2
+ en la síntesis 

de NO es notable en las enzimas nNOS y eNOS ya que, a diferencia de iNOS, requieren altas 

concentraciones de Ca2t
. La unión de CaM incrementa la tasa de transferencia de electrones a partir 

de NADPH a las flavinas del dominio reductasa (Fulton y col, 200 1). 

El NO es una molécula mensajera ubicua, que se encuentra involucrada en diversas 

funciones tales como el proceso de angiogénesis y permeabilidad vascular (Fukumura y col, 200 1), 

también participa en el control de la agregación plaquetaria y la agregación leucocitaria a endotelio, 

así como en la regulación de la actividad mitótica de células de músculo liso, el tono vascular, la 

quimiotaxis monocítica, que representan funciones de importancia fundamental en la fisiología 

cardiovascular. 

El óxido nítrico dilata todo tipo de vasos sanguíneos por la estimulación de la guanilato 

ciclasa soluble y el incremento de cGMP en células de músculo liso (fig. 4). 

célula blanco 

Figura 4. Activación dc las sintasas de óxido nítrico en el endotelio. 
La activación por flujo sanguíneo es dependiente de calcio por parte de la 
eNOS. convirtiendo la L-arginina a L-citrulina, liberando en lo 
reacción oxido nítrico y la producción subsiguiente de cGMP. 
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1.3.2 Sin tasa de óxido nítrico endotelial 

La sintasa de oxido nítrico endotelial (eNOS) es una enzima constitutiva de 1203 

aminoácidos y un peso molecular de 133 kDa (Bredt y Snyder, 1989); esta isoforma es responsable 

de la homeostasis cardiovascular, regulación de la presión sanguínea y angiogénesis (Fulton y col, 

1999). Esta sintasa de óxido nítrico es una proteína de membrana que está localizada en células 

especializadas y sus microdominios de superficie están implicados con procesos de transducción de 

señales. La eNOS es una proteína periférica de la membrana celular, que aunque no tiene alguna 

fracción hidrofóbica transmembranal, se encuentra localizada principalmente en microdominios 

especializados denominados caveolas que se caracterizan por la presencia de la proteína caveolina. 

Las caveolas son pequeñas invaginaciones de la membrana plasmática (Karantzoulis-Fegaras y col, 

1999), tiene presentes algunos receptores e inclusive proteínas G (Amal y col" 1999). 

La enzima eNOS es una NADPH-oxidasa dependiente de calcio, el NO producido por esta 

isoforma regula el tono vascular mediante una vía de señalización dependiente de cGMP, además el 

NO tiene efectos independientes de cGMP dentro de la vasculatura (Wang y col, 2000). 

De las tres isoformas principales de las NOS, la eNOS es la única que está sujeta a N­

miristoilación co-traduccional, y palmitolación de cisteínas post-traduccionalmente. Ambos 

procesos son necesarios para la localización subcelular de la enzima en la periferia del aparato de 

Golgi (Sessa el al. 1995) y en las caveolas (Fulton y col, 1999), mientras la miristoilación del 

residuo de glicina en la posición 2 es irreversible, la palmitoilación de las cisteínas 16 y 26 es 

reversible (Hemmens y M ayer, 1997). Probablemente la depalmitoilación contribuye a la 

disociación de la enzima de la caveola (Amal y col, 1999). 
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1.3.3 Polimorfismos del gen de la óxido Nítrico Sintasa endotelial 

Se han reportado diversos polimorfismos genéticos dentro del gen de la eNOS con un papel 

en la susceptibilidad de diferentes padecimientos, entre ellos se encuentran T786C, A922G y 

T 1468A, que han sido asociados con espasmos coronarios (Marsden y col , 1992). Existe una 

variante polimórfica que consiste en un cambio en el número de repetidos de 27 pb en el intrón 4, la 

cual se encuentra correlacionada junto con el tabaquismo en el aumento de riesgo a padecer 

enfermedades coronarias (Philip y col, 1993). 

Un polimorfismo en el exón 7 del gen humano eNOS G894T (Glu298Asp) corresponde a 

una sustitución de aminoácido glutámico por aspártico. Se ha descrito una asociación entre el 

polimorfismo Glu298Asp y el infarto agudo al miocardio (Shimasaki y col , 1998), así como su 

presencia como factor de riesgo a padecer enfermedades coronarias y arteriales. 

Se cree que los polimorfismos dentro de los exones del gen NOS3 en pacientes con 

enfermedades coronarias o hipertensión pueden afectar la función de la eNOS (Tesauro y col , 

2000); tal como ocurre con el cambio Glu298Asp. Esta variante parece aumentar el rompimiento 

intracelular de la eNOS en condiciones de acidez (Fairchild y col , 200 1), debido a la creación de 

una unión lábil entre el ASp298 y la Pro299
, particularmente en el carboxilo a del ASp298 Es posible 

que este calT]bio produzca una proteína lábil in vivo, por lo que se puede dar una disminución en la 

producción de óxido nítrico derivado de la reacción catalizada por la eNOS; aún cuando no se 

descarta la posibilidad de que este cambio de aminoácido puede estar afectando de alguna manera la 

unión de esta enzima con otras proteínas. 
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lA Metilentetrabidrofolato reductasa 

1.4.1 Metilentetrabidrofolato reductasa (MTHFR) y su importancia biológica 

Otra de las enzimas que se ha relacionado con la preec lampsia es una proteína 

citoplasmática dimérica conocida como MTHFR. En el amino-terminal de esta enzima se han 

localizado determinantes de unión de F AD, NAD(P) Y 5, 10- metilentetrahidrofolato; el domin io 

carboxilo-terminal regula la actividad enzimática en respuesta a la demanda de adenosilmetionina y 

contiene el sito de ligación al inhibidor alostérico (fig. 5) (Brian y col, 1999). 

COOH 

MTHFR 

5, I O-metilentetrahidrofolato 5-metiltetrahidrofolato 

Figura S. Representación esquemática de la estructura de los dominios de la MTHFR. 
En la figura se muestra el sitio de unión al NAD, FAD Y al sustrato 
metilentetrahidro!olato en la región amino terminal. 

El gen de la 5, I O-metilentetrahidrofolato reductasa está localizado en el cromosoma I en la 

banda I p36.3 Y está conformado por II exónes cuya secuecia de cDNA es de una longitud de 2.2 

kilobases (Gollete y col, 1998 y Lorenzo y col, 2000 ). Este gen codifica para una proteína de 656 

aminoácidos (Derval y col, 2000). En humanos, el producto mayoritario del gen MTHFR 

cataliticamente activo es una proteína con un peso de 77 kDa , aunque una isoforma menor de 

aproximadamente 70 kDa ha sido observada in vi/ro (Rozen, 1997). 

La enzima MTHFR cataliza la reacción de reducción del 5, I O-metilentetrahidrofolato a 5-

metiltetrahidrofolato, forma predominante de donador de folato y metilo para la remetilación 

dependiente de vitamina B-12 de la homocisteina a metionina (fig. 6) . La metionina es convertida a 
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S-adenosilmetionina, que es el donador de metilo utilizado en numerosas reacciones por las cuales 

se metilan substratos como ADN , ARN , hormonas y lípidos. El 5,1 O-metilentetrahidrofolato es 

esencial para la generación de purinas y pirimidinas, la MTHFR es la enzima clave en la regulación 

de la metilación y la síntesis de ácidos nucleicos (Derval y col, 2000). 

biosíntesis de 
nucJeótidos 

5.10 metilen­
tetrahidrofolalO 

ácido fólico 

-

5, 10 metilentetrahidrofolato 
reductasa. 
MTHFR 

5 metil­
tetrahidrofolatf' 

metionin sintasa 

cistationina 

///.;-/_",-----~ 
/' cistationina sintasa de 

vitamina 8 6 

tetrahidrofolalO rL 
..... - homocisteina 

---..,./ de vitamina 8 12• MSR S-adenosi 1-
homocisteina 

metionina 

\~---
Metli- r (í~el!laCI6> 
transferasa ..-.. AON 

protemas 
Itp,dos 

S-adenoSlI- __ / ""._ / 
mctlOnma _ ~ 

ADN, proteínas, lípidos 

Figura 6_ Esquematización de la participación de la MTHFR en diversas rutas metabólicas_ 
Simplificación de las rlllas metabólicas en las que esta involucrada la 5,10-
meti/entetrahidrofolato reductasa (MTHFR), MSR, metionin sintasa reductasa (Derval y 
col , 2000). 

Cuando la actividad de la enzima MTHFR es disminuida hay una acumulación de 

homocisteina en sangre lo que se conoce como hiperhomocisteinemia, que ha sido relacionada con 

alteraciones vasculares y hematológicas (tabla 2) lo que se refleja en afecciones coronarias e 

hipertensión arterial (Kluijtmans y col, 1997 y Morita y col, 1997). 
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Tabla 2. Alteraciones vasculares y hematológicas causadas por la biperbomocisteinemia 
Células endoteliales agraviadas 

Deterioro de la vaso dilatación dependiente de endotelio 
Deterioro del activador endógeno del plasminógeno 

Incremento en la agregación plaquetaria 

Incremento en la síntesis de tromboxano Al 
Decremento en la síntesis de protaciciinas 

Anormalidades de la fibrinolisis (cascada de coagulación) 

Activación de los factores de coagulación V, X Y XIII 
Inhibición de antitrombina III y factor C (anticoagulantes naturales) 
Incremento en los niveles de fibrinógeno 

1.4.2 Polimorfismos del gen de la Metilentetrahidrofolato reductasa 

(James y col, 1998) 

Diversas mutaciones del gen MTHFR (Meter y col, 2002) han sido asociadas con una 

deficiencia severa de MTHFR, hiperhomocisteinemia, homocistinuria, neuropatía periférica, 

hipotonía y trombosis (Kluijtmans y col, 1996; Gollete y col, 1998; Sibani y col, 2000). 

El poi imorfismo del exón 7 A 1298C, resulta en una substitución de aminoácido (glutamato 

por alanina) en la enzima (Viel y col, 1997 y Van der Put y col, 1998), que deriva en una actividad 

disminuida (Van der Put y col, 1998 y Weisberg y col, 1998). 

El polimorfismo C677T da como resultado una sustitución de aminoácido (alanina por 

valina) en la enzima (Frosst y col, 1995; Rozen y col, 1997). Esta sustitución produce una enzima 

termo lábil por lo que su actividad es reducida a 37° C o más (Frosst y col, 1995). Se ha observado 

que las personas homocigotas para el alelo C677T, presentan un incremento en los niveles 

sanguíneos de homocisteina (Rozen y col, 1998), y en consecuencia una mayor probabilidad de 

riesgo cardiovascular ( Klu ijtmans y col, 1997 y Morita y col, 1997). 
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2. Justificación 

Existen diversos polimorfismos genéticos implicados en el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares. Debido a su importancia epidemiológica, es importante conocer la frecuencia de 

estos polimorfismos en poblaciones con características diferentes como son la mestiza e indígena 

mexicanas; de la misma manera es importante el estudiar grupos de riesgo como es el caso de las 

mujeres con preeclampsia, considerando que éste último es uno de los desordenes mas serios del 

embarazo que afecta entre el 4-5% de las mujeres gestantes y que es considerada la causa principal 

de muerte materna y perinatal. 

3. Objetivos 

Objetivo General 

§ Estudiar los polimorfismos G984T del gen de la eNOs y C677T del gen de la MTHFR, 

para establecer su relación con la preeclampsia. 

Objetivos Particulares 

§ Formar un banco de ADN de población mestiza mexicana y población indígena maya para 

ser utilizado en diversos estudios sobre polimorfismos genéticos. 

§ Conocer la frecuencia del polimorfismo G894T del gen eNOS en población mestiza e 

indígena maya mexicanas. 

§ Conocer la frecuencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en población mestiza e 

indígena maya mexicanas. 

§ Conocer la frecuencia de los polimorfismos eNOS G894T y MTHFR C677T en mujeres 

mayas con embarazo normal y con preeclampsia. 

§ Determinar si los polimorfismo eNOS G894T y MTHFR C677T constituyen un factor de 

riesgo para la preeclampsia. 
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4. Materiales y Métodos 

4.1 Poblaciones de estudio 

Las diferentes poblaciones utilizadas en este estudio fueron: 

§ Población mestiza 

Conformada por 101 individuos de sexo masculino y femenino 

§ Población maya 

Conformada por 72 adultos de sexo masculino y femenino. 

§ Grupo Control. 

15 

109 Mujeres mayas gestantes Sin complicaciones durante el desarrollo del embarazo y 

posterior al parto. 

§ Grupo Problema 

61 Mujeres mayas gestantes que durante e l embarazo o posterior al parto se les diagnosticó 

preec1ampsia cuyas características clínicas fueron: 

Tensión arterial sistólica mayor a 140 mmHg 

Tensión arterial diastólica mayor a 90 mmHg 

Eliminación de proteínas en orina (tabla 3) 

Las muestras de la población mestiza, fueron recolectadas en el Laboratorio de 

Investigación en Genética Humana del hospital de pediatría en el Centro Médico Nacional 

SXXI. 

Las muestras de la población maya, fueron recolectadas en el Centro de Investigaciones 

Regionales Hideyo Noguchi de la Universidad Autónoma de Yucatán. 

Grupo 
problema 

Valores 
normales 

Tabla 3. Características clínicas de mujeres mayas con preeclampsia 

Edad 

22.5 
± 3.85 

Tensión 
arterial 
sistólica 
mmHg 
146.7 

± 4.38 

11 0 

Tensión 
arterial 

diastólica 
mmHg 
96.05 
± 3.14 

70 

¡ndice de Proteinuria Antecedentes 
masa de 

corporal preeclampsia 

28.07 Positivo 5.4% 
± 3.32 

22-25 Negativo 

Preec1ampsia 
previa 

32% 

Previo consentimiento con permiso firmado se obtuvieron 5ml de sangre periférica de las 

diferentes personas que conforman nuestros grupos de estudio. 
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4.2 Extracción de ADN 

La muestra de sangre periférica anticoagulada con EOT A se centrifugó a 3500 rpm por 15 

minutos, se obtuvo la interfase de leucocitos por aspiración con un bulbo a través de una pipeta 

pasteur. Se realizaron de 2 a 3 lavadas del paquete de células blancas con el objetivo de eliminar los 

eritrocitos que se encontraban en el paquete celular, estos lavados se realizaron con solución de lisis 

RCLB (del inglés: Red Cell Lysis Buffer; TRlS 10 mM pH 7.6, MgCI2 5mM y NaCI 10m M). Las 

células blancas se resuspendieron en 60 /-11 de NaCl 5mM, y se agregaron 90 /-11 de SOS al 10% con 

el fin de romper las membranas de las células. Se agitó vigorosamente con ayuda de un vortex, y se 

dejó incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 600 /-11 de NaCl 

saturado, para precipitar las proteínas y restos celulares producto de la lisis, se mezcló por pipeteo 

con punta ancha y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó 

por 15 minutos a 15000 rpm, recuperando el sobrenadante, ya que en este se encuentra el AON en 

solución. El AON se precipitó con dos volúmenes de etanol absoluto, con respecto al volumen 

recuperado a partir de la centrifugación. Se dejó reposar para permitir que el ONA precipitara por 

completo y posteriormente se eliminó el sobrenadante. Con el fin de eliminar el exceso de sales y 

obtener un AON limpio, se hicieron de 2 a 3 lavados con l mi de etanol al 75%, se centrifugó y se 

eliminó el etanol dejando secar el AON para posteriormente solubilizarlo con agua estéril , en un 

volumen dependiente de la cantidad de ADN extraido. 

Se realizó una dilución 1:50 del AON y se determino su concentración por 

espectro fotometría, midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280 nm. La lectura 

dada a longitud de onda de 260 nm se multiplicó por un factor de 2500 que se obtiene a partir de la 

multiplicación de la dilución por la constante de una densidad óptica igual a 50 ng de AON . Con la 

relación de absorbancias 260/280 se determinó la pureza de la muestra que en condiciones óptimas 

debe ser de 1.8 a 2.0, valores inferiores indican contaminación con proteínas, mientras que valores 

superiores indican contaminación por ARN. Finalmente se observó la integridad del AON, 

corriendo 1/-11 de ADN en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio a 120 Volts durante 15 

mino Todas las muestras se ajustaron a una concentración de 100 ng / /-11. 
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4.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Para realizar el análisis del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS, se amplificó el exón 7 del 

gen, con los oligonucleotidos: 5'-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3' (para la cadena sentido) 

y S'-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC- 3' (para la cadena antisentido). Las condiciones de 

reacción fueron: 200 ng de ADN genómico, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 10 pmol de 

cada primer, 0.2 mM de dinucleótidos tri fosfatados (dNTP's), 3 mM de cloruro de magnesio, 50 

mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) yagua para llevar a un volumen final de 25 

Jll. La PCR consistió de una desnaturalización inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 33 ciclos 

conformados por desnaturalización de 30 segundos a 94°C, alineamiento 30 segundos a 60° y 

extensión de 30 segundos a 70°C. Se comprobó la amplificación corriendo 3ml del producto de 

PCR (206 pb) en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio a 120 Volt durante 15 

minutos. 

4.4 RFLPs 

La variante Glu298Asp puede ser reconocida por endonucleasas debido a que la mutación 

ocasiona un cambio en el sitio de reconocimiento para enzimas de restricción. Al digerir el 

producto de PCR con un tamaño de 206pb, la enzima Banll reconoce el alelo silvestre (G en la 

posición 894) generando fragmentos de 124 y 82 pb, mientras que Mbol reconoce el alelo mutante 

(T en la posición 894) generando fragmentos de 119 y 87 pb. La secuencia de reconocimiento de 

las enzimas Banll y Mbol se muestra en la figura 7. 

5' ---CCAGA TGACTCCCCCAGAA--- 3' 

t 

Ban 11 (silvestre) 
124 + 82 = 206 pb 
Mbol (mutante) 
119 + 87 = 206 pb 

Figura 7. Sitios de reconocimiento al corte con las enzimas BanIl y Mbol 

(Flores-Segura, 2003). 
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Para el análisis del polimorfismo Glu298Asp del gen de la eN OS se dividió en producto de 

PCR en volúmenes iguales, para su digestión con las enzimas de restricción Banll y MboI , 

respectivamente, la restricción se realizó durante 16 horas a 37° teniendo las siguientes condiciones 

de reacción: 10 fll del producto de PCR, cuatro unidades de endonucleasa, 2.5 fll de Ix NEB Buffer 

4® para BanIl y Ix NEB Buffer 3® para Mboll a un pH de 7.9 yagua para llegar a un volumen 

final de 25 fll. El Buffer 4® está conformado por 50 mM acetato de potasio, 20 mM Tris acetato, 10 

mM acetato de magnesio y l mM DTT. La conformación del Buffer 3® es 100 mM cloruro de 

sodio, 50 mM Tris ácido clorhídrico, 10 mM cloruro de magnesio, l mM DTT. 

Los productos de digestión se analizaron por e1ectroforesis en gel de agarosa al 2% a 80-90 

volts durante 30min revelado con bromuro de etidio. 

4.5 PCR- Tiempo real (Taqman ®) 

El ensayo de la 5' exonucleasa o Taqman ®, utiliza la propiedad de la polimerasa de 5' 

exonucleasa, en donde se utilizan dos sondas de ADN las cuales tienen las secuencias 

pertenecientes a los polimorfismos a estudiar, estas sondas tienen en el 5 ' un marcador fluorescente 

de distinta naturaleza y en el 3' un apagador con el cual absorbe la fluorescencia emitida por el 

marcador. 

La reacción de la 5 ' exonucleasa consiste en un PCR convencional (Fig. 8), en el cual al 

desnaturalizar el ADN se permite que las sondas se apareen con su secuencia blanco, 

posteriormente se alinea el oligonucleótido y comienza el alargamiento del producto de PCR, en el 

momento que la polimerasa se encuentra con la sonda apareada en la secuencia blanco de ADN, la 

enzima comienza su acción de exonucleasa, rompiendo la sonda y liberando al marcador 

tluorescente o reportero del apagador que comienza a emitir fluorescencia ; posteriormente la sonda 

es degradada por completo y finaliza la extención del producto. 
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Figura 8. Reacción de T.an (S' exonucIeasa) 
Representación gráfica de los diferentes pasos involucrados en 
la reacción de TaqMan. 
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La señal emitida por el reportero (fluoróforo) específico de cada sonda (VIC para la sonda 

silvestre y F AM para la sonda con la mutación) es detectada en cada uno de los ciclos de la reacción 

mediante el software ABI prism 7000 SDS® para realizar posteriormente la discriminación a1elica 

(fig. 9) mediante la cuantificación de la fluorescencia emitida por cada una de las muestras. El 

equipo ABI PRlSM ® 7900HT, fotografía esta fluorescencia y presenta la agrupación de las 

muestras según la sonda que se apareo con la secuencia de ADN analizado (fig. 9). 

~ 

>-.. 
a; 
~ 

Alleljc Djscrirnjoatjoo 

8.00 -----~-~~~ -~.--'t--.-~ ----~~--.--------,------. .. , 7.00 - legerd---· 

. 8.00 - • Alelo X 

5.00 - • Alelo Y - ............... 
AA-... ... 

4.00 Á AIeIoXl.Y 

3.00 -- • NTC 

2.00 X UrdetemWd .'" . 
----~_. 

1.00 
0.00 

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 

Allele X (2) 

Figura 9. Discriminación Alelica mediante el Software ABI PRlSM 7000 SDS ® 
Discriminación alelica del ensayo de 5 'exomJc/easa en donde el alelo X 
corresponde a la secuencia lipa silvestre (sonda marcada con VIC) y el alelo 
y corre!>ponde a la secuencia con la mutación (sonda marcada con FAM). 
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Las condiciones de reacción para el estudio del polimorfismo C677T de la MTHFR fueron : 

20 ng de ADN. 1.25 ~I de SNP Assay Mix 10x ® (oligos y sondas marcadas con diferentes 

fluoroforos) , 6.25 ~I de TaqMan Universal PCR Master Mix® (Taq polimerasa, dNTP's, buffer, 

cloruro de magnesio), con un volumen final de 12.5 ~1. 

La reacción de PCR consistió de una activación de la polimerasa por 10 minutos a 95°C, 

seguida de cuarenta ciclos que residen de 15 segundos de desnaturalización a 92°C y I minuto de 

alineación / extensión a 60°C. Los oligonucleotidos utilizados para el análisis del polimorfismo 

Ala226Val de la MTHFR fueron: 5'-GCACITGAAGGAGAAGGTGTCT-3' (para la cadena 

sentido) y 5'-CCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATG-3' (para la cadena antisentido). Las sondas 

utilizadas en el ensayo fueron las siguientes: 5' -ATGAAATCGGCTCCCGC-3' marcada con el 

fluoróforo VIC, la cual empalma con la secuencia silvestre y 5' -ATGAAATCGACTCCCGC -3 ' 

marcada con el fluorófofo F AM que se aparea con la secuencia que presenta la mutación. 

Para validar el método de PCR tiempo real se secuenció el producto de PCR de dos 

muestras que daban señal con diferente fluoróforo y se realizó la secuenciación automática del 

producto de PCR de estas muestras para corroborar que la sonda marcada con VIC identificaba el 

alelo silvestre y la sonda marcada con FAM identificaba el alelo mutado. 

Para la secuenciación se amplificó un producto de PCR de 61 pb con las siguientes 

condiciones de reacción : 200 ng de ADN, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 5 pmol de cada 

primer, 0.2 mM de dNTP's, 3 mM de cloruro de magnesio, 50 mM de cloruro de potasio, 20rnM de 

Tris-HCI (pH 8.4) yagua para llevar a un volumen final de 25 ~1. La PCR consistió de una 

desnaturalización inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 25 ciclos conformados por 

desnaturalización de 30 segundos a 94°C, alineamiento 30 segundos a 60°C y extensión de 30 

segundos a 60°C. 

El producto de PCR se purificó a partir de gel de agarosa al 2%, del cual se cortó la banda 

correspondiente al producto de PCR y se colocó en un tubo de 1.5 mi y se cubrió con Buffer TE 

I X y se agitó a temperatura ambiente por 16 horas, se recuperó el buffer que contenía al ADN en 

un tubo nuevo al cual se el agregó I ~I de glicógeno y acetato de sodio para una concentración final 

de 0.3 M más dos volúmenes de etanol absoluto. Se mezcló e incubó por 15 minutos a 4°C, 

posteriormente se centrífugo I S minutos a 15000 rpm, se desechó el sobrenadante y se lavó el 
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sedimento con 500 ~I de etanol al 70% , se centrifugó 15 minutos a 15000 rpm, se desechó el 

sobrenadante y el sedimento se resuspendió con 30 ~I de agua estéril. Posteriormente se realizó la 

reacción de secuenciación con 4 ~I de Big Dye, 30ng de ADN purificado, 2 ~I Buffer, 3.2 pmol de 

oligo para la cadena antisentido yagua estéril para completar un volumen final de 20 ~1. 

La reacción de PCR para secuenciar constó de desnaturalización inicial 5 minutos a 96°C, 

seguido de 25 ciclos, cada uno con las siguientes características: 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 

60°C y cuatro minutos a 60°C. 

4.6 Análisis Estadístico 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos a partir de los diversos grupos de 

estudio se realizó la prueba de X2 (chi-cuadrada) con el programa SPSS versión 12.0. Esta prueba 

permite saber si las frecuencias observadas difieren significativamente entre diferentes grupos con 

un intervalo de confianza del 95%. 

Para establecer si la presencia de las variantes estudiadas en este trabajo representan un 

incremento de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en población maya, se estimó la razón de 

probabilidades (OR) Odds Ratio = AJA vs. AIB + B/B, siendo A el polimorfismo silvestre y B el 

polimorfismo que corresponde a la mutación, en esta prueba se utilizó un intervalo de confianza del 

95%. 
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5. Resultados 

5.1 Análisis del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS 

La frecuencia del polimorfismo Glu298Asp, del gen de la eNOS se analizó con muestras de 

101 mestizos, 68 mayas, 109 mujeres con embarazo sin complicaciones y 59 mujeres con 

preeclampsia. El análisis se realizó mediante la restricción del producto de amplificación por PCR 

de 206pb del exón 7 de la eNOS (fig. 10). El patrón de retricción obtenido por la digestión del 

producto de PCR mediante las enzimas Banll y Mbol, se muestra en la figura 11. 

Figura 10. Electroforesis representativa del producto de PCR en gel de Agarosa al 2%. 
M: marcador de peso molecular de 100pb, CN: control negativo sin ADN, 1,2,3,4 Y 5 
amplificación de 206 pb del exón 7 del gen eNOS de diferentes muestras. 

A B e 

Figura 11. Determinación genotípica del polimorfismo Glu298Asp presente en el exón 7 
de la eNOS. 

Eleclroforesis de los productos de PCR digeridos con las enzimas de restricción 
Banll(a) y Mbvl(b). M escalera de 100 pb; A: homocigolo Glu298(G/G); B: 
homvcigolo Ala298(T/T) ; C: helerocigolo GlulAsp (G/T). 
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En la población mestiza la frecuencia genotípica para el polimorfismo Glu298Asp del gen 

eNOS fue de 75.6% para GlulGlu, 22.5% para Glu/Asp y 1.9% para Asp/Asp con una distribución 

alelica de 87% para Glu y 13% para Asp. En población Maya las frecuencias genotípicas fueron 

del 80.8% para GlulGlu, 19.1% para GlulAsp y 0% para Asp/Asp con distribución alelica del 90% 

para Glu y 10 para Asp (Tabla 4). 

No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias genotípicas (X2 
u95% = 1.76, 

P =0.184 ) Y alélicas (X 2 
u95% = 1.12, P =0.289) entre las poblaciones mestiza y maya. 

Tabla 4. Frecuencias genotípicas y alelicas del polimorfismo Glu298Asp del gen de la eNOS en 
población mestiza e indígena mexicanas. 

Frecuencias genotípicas 
Población Glu/Glu Glu/Asp 

(%) (%) 
Mestiza 76 23 

(75.6) (22.5) 
Maya 55 13 

(80.8) (19.1) 

Asp/Asp 

2 
( 1.9) 

O 

Frecuencias alélicas 
Total Glu Asp Total 

(%) (%) 
101 175 27 202 

(87.0) (13 .0) 
68 123 13 136 

(90.0) (10.0) 

En el grupo control (mujeres mayas con embarazo normal) la frecuencia genotípica del 

polimorfismo Glu298Asp del gen eNOS fue de 71.5% para GlulGlu, 28.5% GlulAsp y 0% para 

Asp/Asp, con distribución alelica de 88.7% para Glu y 14.3% de Asp. En el grupo de riesgo 

(mujeres mayas con preeclampsia) se obtuvo una frecuencia de 62.7% homocigotos para Glu298, 

30.5% heterocigotos y 6.8% para homocigotos Asp298, con una distribución alelica de 78% para el 

alelo Glu y 22% para el alelo Asp. 

Al comparar la distribución genotípica del polimorfimo Glu298Asp entre el grupo de 

mujeres mayas con embarazo normal y mujeres mayas con preeclampsia (tabla 5) muestran 

diferencias significativas (X
2
u95% = 7.88, p =0.01 C?); mientras que la distribución alélica no 

presenta diferencias significativas entre estos grupos (X 2u95% = 3.31, p =0.068). 
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Tabla 5. Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo Glu298Asp del gen de la eNOS en 
mujeres con embarazo normal y mujeres con preeclampsia . 

Frecuencias genotípicas Frecuencias alélicas 
Población Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp Total Glu Asp Total 

(%) (%) (%) (%) 
ME 78 31 O 109 187 31 218 

(71.5) (28 .5) (85.7) ( 14.3) 
MP 37 18 4 59 92 26 118 

(62.7) (30.5) (6.8) (78.0) (22.0) 

X 20.95% = 7.88, P =0.019 X20.95% = 3.3 1, p =0.068 

ME= Mujeres con embarazo nonna!. 
MP= Mujeres con preeclampsia. 

Se compararon las frecuencias alélicas de las poblaciones analizadas en este estudio con las 

reportadas por diversos autores (tabla 6). Tanto la población mestiza e indígena presentaron 

diferencias significativas con las poblaciones caucásicas, enCOritrando una frecuencia alélica 

Glu298 mas elevada en las poblaciones mestiza y maya (p < 0.05). Por otro lado, es interesante 

mencionar que la población maya y asiática (Japón) no muestran diferencias (p < 0.2) mientras que 

entre la población mestiza y la asiática si hay diferencias significativas (p < 0.025). 

Se calculó la razón de probabilidades (OR= odds ratio) asumiendo un efecto dominante del 

ale lo Asp298, del gen de la sintasa de oxido nítrico X 20.95% = 7.88, P =0.019. Se encontró un 

aumento en la probabilidad de desarrollar preeclampsia en presencia del alelo Asp298 del gen de la 

eN OS (Odds Ratio = (GlulGlu vs. GlulAsp + Asp/Asp) =1.49, a 95%, intervalo de confianza = 

0.764-2.929, P = 0.2388). 

Tabla 6. Frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de gen de la sintasa de óxido nítrico en 

Población , 

Mestizos (México) 

Huastecos (México) 

Mayas (México) 

Mayos (México) 

Caucásicos (Inglaterra) 

Caucásicos (Australia) 

Asiáticos (Japón) 

Mestizos (Mhlco) . 

Mayas (Mélico) 

diferentes poblaciones. 
G1u'," ASpki, 
0.86 0.14 
O:ss't' 0::1'2;··1., 

0.94 0.06 
0.92 ' O.OSi< . 
0.69 0.31 
0.67 0.33 ' 

0.96 0.04 

0.87_; 0.13.:. 
0.90 0.10 

Rosas-Vargas y col, 2003. 

Rosas-Vargas y col, 2003. 

Rosás:-Vl!fgas y éQI • .2op3~ 

Ignoran y col , 1999. 

Caí Y col,; 1999: '·' 

Yoshimura y col, 1998. 

Pr~Í1t~ .est~diC!., ' ... ~ ... 
Presente estudio 
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5.2 Análisis del polimoñlSmo Ala226Val de la MTHFR 

La frecuencia del polimorfismo Ala226VaI, del gen de la MTHFR se analizo en 101 

mestizos, 72 mayas, 109 mujeres con embarazo sin complicaciones y 61 mujeres con preecIampsia. 

El análisis se realizó mediante el ensayo de la 5'exonucIeasa por PCR tiempo real, con la utilización 

de dos sondas de secuencias complementarias a cada uno de los a1elos Ala226 (silvestre) y Val226 

(mutado), marcadas con fluoróforos diferentes. 

Las curvas de amplificación correspondientes a un homocigoto AIa226, un heterocigoto y 

un homocigoto VaI226 se muestran en la figura 12. La discriminación a1élica se realiza 

posteriormente a la PCR como se describe en materiales y métodos. 

Figura 12. PCR tiempo real para el análisis del polimorfismo Ala226Val de MTHFR. 
a) Curva de alllplificaciá/l de un Iwmocigoto Val 226 que identifica la solida marcada COII 

FAM . b) Curva de amplificaciáll de UII heterocigoto e) Curva de alllplificaciá/l para UII 

hOlllocigoto Ala 226que identifica la solida marcada COII VIC. 
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La secuenciación de las dos muestras que daban señal con los diferentes fluoróforos 

resultoóen que la sonda que aparea con la secuencia silvestre está marcada con VIC y la sonda que 

aparea con la secuencia que contiene la mutación se encuentra marcada con F AM lo que se muestra 

en la figura 13 . 

a) 

Figura 13. Validación de las sondas utilizadas en el ensayo de TaqMan. 
a) A TGAAA TCGGCTCCCGC Secuellcia de l/II ale/o silvestre (MTHFR) 
identificado COII la sonda marcada con VIC. 
b) ATGAAATCGACTCCCGC Secuencia de l/II alelo mutante (MTHFR) 
identificado COII /a SOlida marcada con F AM. 

En la población mestiza la frecuencia genotípica para el polimorfismo AIa226VaI del gen 

MTHFR fue de 27.7% para Ala/Ala, 44.6% para AIaIVaI y 27.7% para Val/VaI con una 

distribución alélica de 50% para Ala y 50% para Val. En población maya las frecuencias 

genotípicas fueron del 16.6% para Ala/Ala, 45 .8% para AlalVaI y 37.5% para ValNaI con 

distribución alélica del 40% para Ala y 60% para Val (tabla 7). 

Mediante el análisis estadístico de los datos por la prueba de X2 no se encontraron 

diferencias significativas entre las frecuencias genotípicas (X
2
a95" = 3.50, P = 0.061) y alélicas 

(X2a95% = 3.67 ,p = 0.055) entre las poblaciones Mestiza y Maya. 
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Tabla 7. Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo Ala226Val del gen de la MTHFR 
en población mestiza e indígena mexicanas. 

Frecuencias genotípicas Frecuencias a lélicas 
Población Ala/Ala AlalVal ValNal Total Ala Val Total 

(%) (%) (%) (%) (%) 
Mestiza 28 45 28 101 101 101 202 

(27.7) ( 44 .6) (27.7) (50.0) (50.0) 
Maya 12 33 27 72 57 87 144 

(16.6) (45 .8) (37.5) (40.0) (60.0) 

X2
a95%= 3.50, p = 0.061 X2a95% = 3.67 ,p = 0.055 

La frecuencia genotípica del polimorfismo Ala226Val del gen MTHFR fue de 20.2% para 

Ala/A la , 45 .9% AlalVal y 33 .9% para ValNal en el grupo control (mujeres mayas con embarazo 

normal), con distribución alelica de 43 .1% para Ala y 56.9% de Val., en el grupo con preeclampsia, 

los genotipos se distribuyen con un 32.8% de homocigotos para AIa226, 52.5% para heterocigotos 

y 14.7% para homocigotos Va1226, y la distribución alelica de la manera siguiente 59% para el 

alelo Ala y 41 % para el alelo Val (tabla 8). 

Las distribuciones entre e l grupo de mujeres mayas con embarazo normal y mujeres 

mayas con preec lampsia muestran diferencias significativas tanto en la distribución genotípica 

(X 1
a95% = 8.18, p= 0.016), como en la distribución alélica (X2

a95%= 7.91 , p = 0.004). 

Tabla 8. Frecuencias genotípicas y alelicas del polimorfismo Ala226Val del gen de la MTHFR 
en mujeres con embarazo normal y mujeres con preeclampsia. 

Frecuencias genotípicas 
Población Ala/Ala AlalVal 

(%) (%) 
ME 22 50 

(20.2) (45 .9) 
MP 20 32 

(32.8) (52.5) 

X2a95% = 8.1 8, p = 0.016 

ME= Mujeres con embarazo normal. 
MP= Mujeres con preeclampsia. 

ValNal 

37 
(33.9) 

9 
( 14.7) 

Frecuencias alelicas 
Total Ala Val Total 

(~o) (%) 
109 94 124 218 

(43 .1) (56.9) 
61 72 50 122 

(59.0) (41.0) 

X2a95%= 7.91 , P = 0.004 
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La frecuencia del polimorfismo Ala226Val del gen MTHFR ha sido estudiada por diversos 

autores en distintas poblaciones (tabla 9), al comparar las frecuencias alélicas de este polimorfismo 

de diversas poblaciones mexicanas con las analizadas en este trabajo, no se encuentran diferencias 

significativas (p < 1.0); mientras que con las poblaciones de caucásicos (Alemania) y asiáticos 

(Japón) si se observan diferencias significativas (p < 0.025). 

Tabla 9. Frecuencia del polimorfismo AIa226Val del gen metilentetrahidrofolato reductasa, en 
diferentes poblaciones. 

Población Ála;;i,~'}:'T/';C' . ::: Referencia"" " 

Mestizos (Nuevo León) 0.64 0.36 Martinez de Villarreal y col, 
2001. 

Mestizos (Yucatán) 

Mestizos (Guadalajara) 

Tarahurriruas(Mtxico} ," 

Purepechas (México) 

Caucásicos (Alemania) 

Asiáticos (lapón) 

Mestizos (M~Iito) 
Mayas (Mhico) 

0:46 v 
",:,',J""', 
0.56 
();64~ , 
0.42 
(J;64'~ ." ;j¡:{!~ 

0.66 
', 0:50' 

0.40 

0.44 

, GorizaIés:.Herrera:y·col, ·· 
20Ó2~tbt.j~: -,._" ~ . :- '::"~_~ '~ .. '- ~ 

Davalos y col, 2000. 

.,;";!j",'-: :()!36.KS¡;$J:t~~ DitYiA~~. col,.~2000··;:;'. o/ " 

0.58 Davalos y col, .2000. 

, '7' :' " O~J~~:i1' '~l~lQ"~t\¡ M6ri,C¡¡;o/,eol; 1.99Ji:. 
0.34 Prasmusito y col, 2002. 

O.50'r;t,~ 

0.60 

Prese~!,~ e.tud io:,,>;>" 
Presente estudio 
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6. Discusión 

ESTA TESIS NO SAU 
JE LA BIBIJOTECA 
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En este estudio se analizó la frecuencia del polimorfismo G894T (Glu298Asp) del gen de la 

eNOS y el polimorfismo C677T (AIa226Val) del gen de la MTHFR en población mestiza e 

indígena (maya) mexicanas; así como su posible asociación con el desarrollo de preeclampsia en 

mujeres mayas. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los resultados de la 

frecuencia del polimorfismo G894T del gen de la eNOS de las poblaciones mestiza y mayas; siendo 

los homocigotos para el alelo silvestre Glu298 los que prevalecen sobre los genotipos heterocigotos 

y homocigotos para el alelo mutado Asp298, en la población indígena maya no se encontró ningún 

individuo homocigoto para el alelo Asp298; por lo que la variante alélica Glu298 se presenta en 

mayor proporción en estas poblaciones. Estos resultados coinciden con los observados en el trabajo 

realizado por Rosas-Vargas el al., 2003; en el cual se estudiaron diversas poblaciones mexicanas 

además de las poblaciones mestiza y maya, en donde todas las diversas poblaciones mexicanas 

mostraron mayor frecuencia del alelo silvestre Glu298 de la eNOS. 

Asumiendo un efecto dominante del alelo Asp298, del gen de la sintasa de oxido nítrico el 

análisis de razón de probabilidades (OR= 1.47, a 95%) sugiere que el polimorfismo Glu298Asp de 

eN OS es un factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas. A pesar de que el 

incremento de las probabilidades OR es bajo, este constituye un factor de riesgo al tener un valor 

mayor a uno. Esta conclusión se ve reforzada por el hecho de que el el genotipo homocigoto para el 

alelo mutante Asp298 es nulo tanto en población maya como en el grupo control de mujeres con 

embarazo sin complicaciones, por lo que resulta importante resaltar que únicamente en el grupo de 

mujeres con preeclampsia se encontraron 4 individuos (6.8%) homocigotos para el alelo mutante 

Asp298 del gen de la eNOS. Yoshimura y col, en 1997; encontró asociación en la presencia de la 

variante Glu298Asp del gen en de la eNOS en mujeres con preeclampsia severa en población 

asiática, por lo que propone que la variante Glu298Asp puede ser un marcador de incremento en el 

riesgo a desarrollar preeclampsia severa. Estos resultados están apoyados en lo observado por 

Delacretaz y col, en 1995 ; el cual sugiere que el desarrollo de hipertensión en el embarazo o 

preeclampsia se debe a una inapropiada producción de óxido nítrico. 
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Los resultados obtenidos a partir del análisis del polimorfismo C677T del gen MTHFR 

confirman una alta frecuencia del alelo mutado para el polimorfismo Ala226Val, ya que se han 

observado resultados similares en diferentes poblaciones mexicanas (Mutchinick y col, 1999), la 

elevada frecuencia del alelo mutado Val226 del gen de la MTHFR a llevado a considerar la variante 

C677T como un marcador genético para las poblaciones étnicas mexicanas (González-Herrera y 

col, 2002). En este estudio el genotipo heterocigoto es el que se muestra en mayor proporción tanto 

en población maya como en población mestiza, la proporción de los genotipos homocigotos AIa226 

y Val226 es idéntica en población mestiza, por lo que la frecuencia de los alelos es la misma en esta 

población; la población maya presenta una mayor proporción del genotipo homocigoto mutado 

Val226 reflejándose en las frecuencias alélicas, donde el alelo mutado Val226 es el que predomina. 

La asociación del polimorfismo Asp226Val del gen MTHFR con patologías 

cardiovasculares, particularmente con preeclampsia dieron pauta para el estudio de una posible 

asociación de este polimorfismo con el desarrollo de preeclampsia que se caracteriza 

principalmente por el aumento de la tensión arterial durante el embarazo. En la población analizada, 

la mutación C677T del gen MTHFR no se encontró asociada con un incremento en el riesgo a 

desarrollar preeclampsia, de manera contraria a lo esperado, en el grupo de mujeres con 

preeclampsia, se encontró en mayor frecuencia el alelo silvestre Val226 del gen MTHFR, esto se 

puede atribuir al papel que juega el azar, en este tipo de estudios; retomando que la preeclampsia 

es considerada una enfermedad multifactorial en donde no solamente influye la carga genética sino 

que se ven involucrados otras determinantes como la interacción con el medio en el que se 

desarrollan, una mala nutrición , entre otras. En estudios reportados por diversos autores no se 

encuentra una asociación de la variante C677T del gen de la MTHFR en poblaciones caucásica, 

asiática y americana. (Kim Young y col, 200 I Y Prasmusinto y col, 2002). 
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7. Conclusiones 

1. La presencia del alelo mutado para el polimorfismo G894T del gen de la sintasa de óxido 

nítrico es un factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas. 

11. El polimorfismo C677T del gen metilentetrahidrofolato reductasa no esta asociado con el 

desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas. 

111. El alelo mutado del polimorfismo C677T tiene una alta frecuencia en las poblaciones mestiza 

y maya mexicanas comparadas con diversas poblaciones. 

IV. La distribución de las frecuencias genotípicas de los polimorfismos eNOS G894T y MTHFR 

C677T de las poblaciones mestiza y maya mexicanas no muestran diferencias 

estadísticamente significativas. 
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