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RESUMEN:

INTRODUCCION: La pérdida gestacional involucra una compleja interaccion de
factores ambientales y genéticos, cuando se presenta en forma recurrente
temprana (PGRT) existe una firme asociacion con la deficiencia en el
rmetabolismo del folato. El polimorfismo 677 C>T de la MTHFR causa
concentraciones elevadas de homocistelna asociadas a la patogénesis del
aborio espontaneo. OBJETIVOS: Determinar la mutacion 677 C>T del gen de
ta MTHFR en parejas mexicanas con PGRT. DISENO DEL ESTUDIO: Clinico,
transversal, observacional, descriptivo .MATERIAL Y METODOS: Se
estudiaron un total de 118/59 pacientes/parejas, con dos o mas pérdidas
gestacionales tempranas, a las cuales se les toma 4 ml. de sangre venosa
periférica en tubos con EDTA se extrae el ADN para la técnica de PCR-RFLP
para su lectura en un gel de agarosa. RESULTADQOS: Se identifica la
prevalencia del alelo mutado 677T en un 51.2% de las parejas. El riesgo
materno al presentar genotipo 677 T>T es del 33.8% y el riesgo fetal por la
combinacidén materna-paterna de 6777 es del 57.6%. CONCLUSIONES: La alta
prevalencia del polimorfismo 677 C>T en la poblacion estudiada incrementa el
riesgo para pérdida gestacional por lo que consideramos que en estos datos
existe una relacion importante entre el palimorfismo y la PGRT, por lo cual es

recomendable la administracion periconcepcional de acida félico.




MARCO DE REFERENCIA

PERDIDA GESTACIONAL RECURRENTE
DEFINICIONES:

La pérdida gestacional se divide en dos grandes grupos: pérdidas
tempranas o abortos v fardias u dbitos. Aborto es definido como la terminacion
del embarazo antes de la semana 20 de gestacion (a partir de la fecha de

Gltima menstruacion) o un peso fetal menor de 500g. '

La pérdida gestacional recurrente (PGR) se ha definido histdricamente como
fa presencia de tres ¢ mas abortos espontianeos, esta definicidn ha sido
modificada para identificar como riesge de recurrencia dos abortos
espontaneos consecutivos siendo similares los resultados posteriores en
mujeres que han tenido dos o tres pérdidas previas.? La definicién utilizada en

esta tesis sera de dos a mas abortos consecutivos.®®

El término abortadoras primarias se refiere a las pacientes con pérdidas
tempranas que nunca han tenido un embarazo exitoso y abortadoras

secundarias a aquellas con pérdidas tempranas que han tenido al menos un

hijo vivo.?




EPIDEMIOLOGIA:

El aborto es la complicacion mas frecuente del embarazo, su incidencia
depende de la poblacién estudiada, se reporta del 12% al 20% de todos los
embarazos entre la semana 4 y 20 de gestacion, siendo esto solo la punta del
iceberg de las pérdidas tempranas reproductivas totales.?” La incidencia real
de la pérdida gestacional temprana esporadica va del 50% al 60% debido al
alto nimero de pérdidas no reconocibles dlinicamente que ocurren entre las
semanas 2 y 4 de gestacion, esto ha sido posible detectarlo por el desarrollo de
estudios de alla sensibilidad para la medicidn de la fraccibn Beta de

Gonadotropina Coriénica Humana. '

Hablando de PGR, cuando se define como 2 o mas abortos, la incidencia
es del 3% en todas las parejas.” Tomando que !a frecuencia de una pérdida
gestacional al azar es del 15% y si cada evenlo es independiente, la posibilidad
de que una pareja tenga un segunde aborto es del 2.3% y un tercer aborio es
del 0.3% siendo estos valores solo calculos estadisticos.? Existen pocos
estudios en |a literatura que documenten la incidencia de abortos en mujeres
embarazadas sanas en una poblacién representativa. Stirrat en 1990 da la
probabilidad de un aborto de acuerde a la historia obstétrica previa.,
mencionando: sin hisioria previa de pérdidas el riesgo es del 12.8% (12-15%),
un aborto previo es de 21.3% (16-26%), dos abortos previos es del 29% (19-
35%) y tres abortos previos es del 31.1% (26-37%)°. Regan en 1989 reporta la
incidencia de acuerdo at historial obstétrico del 20% con un aborto, de 28% con
dos abortos y de 43 % con tres 0 mas abortos. Knudsen en 1991 reporta un
16% sin abortos previos, un 25% con un aborto previo, un 45% con dos abortos

y un 54% con tres. 4 (Cuadro 1).




En conclusién el riesgo de presentar un aborto aumenta con el numero de

pérdidas previas y mujeres con historia

de PGR tienen caracteristicas

reproductivas que las diferencian de aquellas gue no presentan abortos por fo

que su estudio integral dirigido es de vital importancia.

Cuadro 1 CALCULO DE RIESGO PARA PGR

PERDIDAS Regan 1989 Stirrat 1990 Knudsen 1991
1 20% 21.3% 25%
2 28% 29% 45%
3 43% 3M.1% B4%

Calculo de riesgo para abarto en relacion al nimero de abortos previos.




ETIOLOGIA:

Los factores de riesgo asociados a la PGR se basan en factores genéticos,
ambientales, endocrinos, anatomicos, infecciosos, trombofilicos, e

inmunotégicos .2

Wounters reporta que del 24 al 60% de todos los casos de PGR gueda sin
resolver o sea de origen idiopatico.*® La gran mayoria de los faciores
etiolégicos contintan sin ningdn avance cientifico en los Ultimos afios teniendo

auge en la actualidad aspectos trombofilicos geneticos e inmunolégicos.

Los aspectos genéticos involucrados en las pérdidas gestacionales
espontaneas se pueden categorizar en alteraciones citogenéticas numéricas y
estructurales con o sin mosaicismo, alteraciones monogénicas 0 sea de un solo

gen.?

Las anormalidades numéricas se subdividen en aneuploidias (trisomias o
monosomias) y poliploidias. Las frisomias son las mas frecuentes 52%,
seguidas de las poliploidias 21% y monosomias de X 13%. Las anormalidades
estructurales se subdividen a su vez en deleciones, ftranslocaciones,
inversiones y duplicaciones pero solo las translocaciones e inversiones tienen
un papel en e aborto recurrente. Estas anormalidades se ven el 6% de las
causas genéticas en aborto recurrente. El mosaicismo depende de la etapa en
el desarrollo embrionario en el que se produce la alteracién, significando esto la

presencia de dos o mas lineas celulares en el mismo individuo. 5

Recientemente se ha referido en la literatura la relacion de polimorfismos
genéticos relacionados con la pérdida gestacional recumente, como son la
mutacion del factor V de Leiden, la mutacion 20210 G>A de |a protrombina y la
mutacion 677 C>T del gen de la MTHFR.* Las tres mutaciones relacionadas
con defecios protromboticos, especificamente en vasculopatia placentaria.T
Este trabajo se dirige al estudio molecular del polimorfismo 677 C>T del gen de

la 5,10 MTHFR localizado en el cromosoma 1p36.3.




HOMOCISTEINA:

La homocisteina {Hcy) es un aminoacido no esencial, sulfurado, producto
del metabolismo intermedioc de la demetilacibn del aminoacido esencial
metionina.

Desde su descubrimiento en 1932 por el ganador del premio Nobel en 1955
Vincent DuVigneaud, y su asociacion con la enfermedad vascular
ateroesclerdtica prematura  descrita por Kilmer McCully en 1969, la
homocisteina surgié como un nuevo marcador de riesgo para la enfermedad

vascular.

El aumento leve a moderado de los niveles séricos de la homocisteina se
observa en un 5-7% de la poblacion general, hay factores clinicos que se
asocian con hiperhomocisteinemia (HHcy) algunos de los cuales son;

1. EDAD Y SEXO: La HHcy se asocia con la edad vy con el genero
masculino, generalmente las mujeres tienen niveles de Hey 20% mas
bajos que los hombres, hasta que llegan a la menopausia, cuando los
niveles de Hey en ayuno son similares para hombres y mujeres.

2. GENETICOS, INCLUYENDO LA DISFUNCION SECUNDARIA A
VARIOS POLIMORFISMOS: Como la deficiencia de Cistationina Beta
Sintetasa, deficiencia de 5,10 metitenstetrahidofolato reuctasa, deficiencia
de Metionina sintetasa.

3. INSUFICIENCIA RENAL: Los niveles de Hecy aumentan, por aumento en
su produccidn  por un metabolismo alterado o por una disminucidn en su
excrecion por una tasa de filtracioén glomerular disminuida.

4, ESTADC NUTRICIONAL: Disminucion en la ingesta de los cofactores
vitaminicos {folato, vitamina B12 y B6), alteracion en la mucosa gastrica
que afecte el factor intrinseco, enfermedad inflamatoria del intestino como
enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa.

5. ENFERMEDADES SISTEMICAS: Como el hipertiroidismo, carcinomas
particularmente el de mama, ovarios y pancreas, Insuficiencia renal

cronica, LES, y Psoriasis.




6. MEDICAMENTOS: Anticonvulsivantes, como fenitoina, Metrotexate,
inhibidores de la fosfodiesterasa como teofilina, L-dopa, carbamacepina,
niacina, y fibratos.

7. DISFUNCION DE LAS CELULAS ENDOTELIALES: Cuaiquier causa de
la disminucidn en la activad de la oxido nitrico sinietasa endotelial.

Siendo los 2 principales factores que afectan la concentracion de
homocisteina sérica, la dieta con la ingesta de folatos y vitamina B12 y BG, y
los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas del ciclo de la

homocisteina en las proteinas transportadoras de la transcobalamina.




FISIOPATOLOGIA DE LA HOMOCISTEINEMIA:
Asi tenemos que los efectos daninos de la HHCy son:

1. Disfuncion de las células endoteliales por la disminucién de la viabilidad
del éxido nitrico endotelial.

2. Toxicidad celular endotelial. (Apoptosis)

3. Proliferacién de células del misculo liso, hiperplasia e hipertrofia de la
intima.

4. Remodslacion de la matriz extracelular, que resulta en fibrosis.

5. Promueve la vasoconstriccion.

6. Promueve la modificacion de LDL a LDL-C por la oxidacién de sus
moléculas.

7. Efecto proinflamatorio: IL-8

8. Promotor de macrofagos, con la formacion de células espumosas.

9. Efectos protrombéticos al disminuir ta frombomodulina y los niveles de
heparin sulfato, asi como inhibir a actividad de la proteina C, y de la 1AP
principal activador del sistema fibrinolitico, tamhbién activa los factores V y
Xl , e induce agregacion plaquetaria.

10.Pro estrés oxidatvo por la autooxidacion de los residuos metilo de la
homocisteina con la formacion de radicales libres.

11. Formacidn de radicales superoxido.

12, Promueve [a aterogénesis, arteriosclerosis, ateroesclerosis vy
ateroescleropartia.

Es importante sefalar que el dafio encontrado en el endotelio por la HHcy

es diferente al encontrado por la hipercolesterolemia.®!




METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA Y EL POLIMORFISMO 677 C>T
DEL GEN DE LA ENZIMA 5,10 METILENETETRAHIDROFOLATO
REDUCTASA.

Hay evidencia que sugiere que la homocisteina esta involucrada en varios
defectos del desarrolio.

El metabolismo de la homocisteina también llamado metabolismo de un-

carbono, es una compleja seria de vias cruciales para la sintesis y reparacion

del ADN, y para una amplia serie de reacciones de metilacién.

o5 .

Figura 1: Ciclo de la Homogcisteina.




La enzima metilenetetrahidrofolato reductasa en una enzima clave en el
metabolismo de la homocisteina, esta enzima cataliza la conversidén de 5,10
metilenetetrahidrofolato en 5 metiltetrahidrofolate la forma predominante del
folato circulante. 5 metiltetrahidrofolato  participa en la remetilacion de
homocisteina a metionina dependiente de vitamina B12, la metionina es
convertida a S-adenosilmetionina que sirve coma donador de grupos metilo en
la metilacioén del ADN, proteinas, neurotransmisores y fosfc:lipidos..B

El primer reporte de las propiedades enzimaticas de la MTHFR fue en
1970 por Kutzbach y Stoktad. La MTHFR es una flavoproteina que consiste en
dos subunidades idénticas de aproximadamente 70 kDa. La enzima contiene
una region catalitica N-terminal. El gen humano de MTHFR esta localizado en
&l cromosoma 1p36.3. La region toial contiene 1,980 bp con un peso molecular
de 74.6 kDa. La secuencia de aminoacidos muestra una homologia en el 95%
con el polipéptidc de MTHFR del ratén. La organizacion gendmica de la
MTHFR consiste en 11 exones con una longitud de 102 bp a 432 bp e intrones
que van de 150 bp a 1.5 kp. Se han identificado dos ARNm de 7.5 kby 8.5 kb.?

El polimorfismo mejor caracterizado de la MTHFR consiste en una transicion
677 C>T ta cual resulta de una sustitucidon de alanina a valina en el dominio
catalitico predetermado de la MTHFR, esta sustitucion vuelve a la enzima
termolabil, presentado el 70% de disminucién de su actividad en individuos
homocigotos para la mutacién y una disminucién del 35% en heterocigotos in
Vitro. La homocigocidad para el alelo T es asociada con niveles elevados de
homocisteina en el plasma principalmente en individuos con bajos niveles de
folato plasmatico.”® Ademas los niveles de homocisteina plasmaticos en
individuos homocigotos para fa mutacién pueden ser disminuidos con la

suplementacion de folato,™
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El segundo polimarfismo mas comun de la MTHFR es la transicidn 1298
A>C |a cual resulta de la sustitucion del glutamato por alanina , se ha reportado
que el alelo 1298C, disminuye la actividad de la enzima MTHFR, pero no al
mismo nivel que el alelo 6777 .'%1°

En aquellos sujetos que son heterocigotos para los alelos 877T y 1298C, lo
que produce un genotipo 677CT/1208AC, se ha encontrado en algunos
estudios que la actividad in Vitro de la MTHFR disminuye en un 40-50%,
similar a la disminucion de la actividad de la enzima presentada por los
individups homocigotos 8777 |, con un incremento en los niveles de
homocistelna y disminucion de los niveles de folatos.”® Aunque recientes
estudios indican que el polimorfismo 1298 A>C no contribuye significativamente
a hiperhomocisteinemia, por si solo, ni en conjuncidn con el 677 C>T , y el
efecto fenctipico del polimorfismo ha sido cuestionado desde el punto de vista

bioquirmico.

Loz polimorfismos de la MTHFR son frecuentemente asociados con
hiperhomocisteinemia, en mujeres embarazadas esta es un riesge para

U1 recientemente

defectos del tubo neural, y perdida gestacional recurrente
Gris et al. reportaron una asociacion entre el incremento en los niveles de

homocisteina y perdida gestacional recurrente temprana primaria,’?

Recientemente se ha descrito otro polimorfismo genético que influye en la
concentracion de homocisteina en la fransicion C>G de la posicion 776
(776C>G) en el gen de la transcobalamina.” La transicién resulta de una
sustitucién de arginina por prolina en el codén 252 que es el determinanie
principal dei fenotipo de la transcobalamina en las poblaciones caucasicas. La
transcobalamina  transporta la vitamina B12 a los tejidos periféricos y la
heterocigocidad para este polimorfismo también se ha asociado con
hiperhomocisteinemia.’® El tipo sitvestre (sin mutacion) de este gen tiene
efectos positivos sobre los niveles plasméticos de la transcobalamina, lo que
puede ser importante para el transporte adecuado de vitamina B12 a las

células del embridn en crecimiento.
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PREVALENCIA DEL POLIMORFISMO 677 C>T DEL GEN DE LA MTHFR.

Cerca de la mitad de la poblacién general es portadora de al menos un alelo
mutado del polimorfismo 677 C>T y la frecuencia det genotipa homaocigoto
mutado va del 1 al 20 % dependiendo de la poblacion estudiada.®

En Europa del MNorte, Frosst en 1995 encontrd una prevalencia de la
mutacion de aproximadamente 33 al 40% en heterocigotos vy 10% en
homocigotos en la poblacién caucasica. ™

El genotipo TT esta presente en e 12% de la poblacion en general, con
frecuencias alélicas para T con variaciones como ejemplo 0.3 en americanos,
0.2 en asidticos, 0.1 en afro-americanos, 0.047 en australianos, 0.066 en
africanos y 0.23 en paises Balticos.’

En un estudio brasilefio donde se buscé la prevalencia del estado
homocigoto de la mutacion encontraron una diferencia racial marcada entre

brasilefios, asiaticos, blancos, africanos y negros.21
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PREVALENCIA DEL POLIMORFISMQ 677 C>T EN MEXICO

En México se realizé en 1999 por Mutchinick un estudio donde se buscd la
frecuencia de la mutacion en 250 mujeres sanas de distintas dreas geograficas

del pais encontrande los siguientes genotipos: CC ——— 17.6%
CT ——— 47.6%
T ——— 34.8%.

La frecuencia de los alelos fue: G ----- 41.4%
T — 58.6%.%

El segundo se realizé en la ciudad de Guadalajara en el 2000 por Davalos
donde se busco en poblacion sana la mutacién de la MTHFR, se estudiaron
102 pacientes mestizos, 50 huicholes, 38 tarahumaras, y 38 purepechas, la

frecuencia genotipica fue:?*

-| GENOTIPC | MESTIZOS | HUICHOLES | TARAHUMARAS | PUREPECHAS
cc 31% 16% 45% 19%
CT 50% 56% 39% 48%
TT 19% 28% 16% 33%

La frecuencia de los alelos fue;

ALELO MESTIZOS | HUICHOLES | TARAHUMARAS | PUREPECHAS
c 56% 44% 64% 43%
T 44% 56% 36% 57%

13




Recientemente se realizé un esiudio en el Instituio Nacional de Perinatologia,
donde se incluyeron pacientes mexicanas con 2 o mas abortos primarios
tempranos de etiologia desconocida, utilizando como grupo control pacientes
mexicanas sin abortos, puérperas, sin patologia asociada y con recién nacido
sano. Se reunieron un total de 53 pacientes con PGR temprana, en las que se
excluyeron las causas conocidas de pérdida gestacional. El nimero total de
abortos fue de 184, todos del primer trimestre, la frecuencia de genotipos de la
MTHFR fue:
En las pacientes:
CC: 28.31%
CT: 33.9%
TT: 37.7%
En los controles:
CC: 24.5%
CT: 584.73%
TT: 20.75%.

La frecuencia alélica de la MTHFR en las pacientes con PGR fue:
Alelo C: 45.28%
Alelo T: 54.72%

La frecuencia alélica para las pacientes del grupo control:
Alelo C: 51.86%
Alelo T: 48.11%

{Duedas RJ, Garcia CR. Identificacion del polimorfismo C677T de la 5-10 metil
tetrahidrofolato reductasa en poblacién mexicana con peérdida gestacional
recurrente [Tesis} México, UNAM, 2004)
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DESARROLLO EMBRIONARIO.

El metabolismo de un-carbono durante el desarrollo embrionario ha sido
estudiado, la mayoria de las veces, enfocado al desarrollo del sistema
nervioso. Las mujeres embarazadas con deficiencia de folato tienen un riesgo
muy aumentado de procrear nifos con defectos del tubo neural, v la
suplementacion periconcepcional de folato, protege contra este efecto.”® Los
eventos moleculares que llevan a los defectos del tubo neural debide a la
deficiencia de folatos no se conocen, pero pueden incluir, metilacién
insuficiente de los metabolitos cruciales en el desarrollo del embrién ylo
anomalidades en la proliferacion, diferenciacién y apoptosis de las células
neuronales, lo cual puede ser debido a la inadecuada incorporacion del
nucledtido de ADN que caracteriza a la deficiencia de folatos en las células
proliferativas. ®Ademas de estos eventos fundamentales, se ha observado una
disminucion en la viabilidad fetal.

Un estudio reciente de casos y controles mostrd un incremento en el riesgo
de aborip espontaneo temprano en aquellas mujeres con niveles bajos de
folato plasmatico. La deficiencia de vitamina B12 durante el embarazo resulta
en una concentracion elevada de homocisteina en el embrion e incrementa la
incidencia de defectos del tubo neural, ademas la deficiencia hereditaria de
transcobalamina da como resultado anormalidades neuroldgicas profundas y
retardo mental.

Tres estudios analizaron los efectos embriotoxicos directos de la
homocisteina.
En un estudio la exposicién de embriones de pollo a la homocisteina resultd
en defectos del corazén y del tubo neural.

En los otros dos estudios, la exposicion de embriones de ratas y ratones a la
homocisteina resulté en restriccion del crecimiento y anormalidades del

15




desarrollo de las somitas, pero no en defectos neuroidgicos ni otros efectos
teratogenos.

El mecanismo preciso de la embriotoxicidad de la homocisteina atin no se ha
aclarado pero hay muchas hipotesis algunas de las cuales han sido probadas
experimentalmente. Los efectos toxicos de la homocisteina en los embriones
de ratas en desamollo pueden resultar de la formacién incrementada de S-
adenosilhomocisteina que puede inhibir las reacciones de metilacion criticas, la
concentracién elevada de homocisteina puede también inhibir de novo la
gintesis de deoxitimidilato {(dTMP). La exposicién de células Raji B-linfoides
proliferativas al exceso de homacisteina o metionina incrementa la recaptura
de la timidina exogena,debido a la inhibicién de la reaccion catalizada por la
timidilato-sintetasa en la cual el deoxiuridilato {dUMP) es convertido a dTMP,
es asi como la 5,10 metilenetetrahidrofolato un cofactor en esta reaccion es
agotada en exceso de homocisteina debido al incremento en la demanda de 5
metiltetrahidrofolato para remover la homocisteina por metilacion. Se cree que
lo anterior induce dafo al ADN por el aumento en la incorporacion inadecuada
de dUMP en lugar de dTMP en el ADN, seguido de reacciones de excision—
reparacion, fragmentacion de ADN; paro del ciclo celular y finalmente
apoptosis.

En conclusion folato, vitamina B12 y homocisteina, juegan papeles muy
importantes en las células en crecimiento y por lo tanto en el desarrollo
embrionario. Es también posible que la homocisteina por si misma induzca
algin desorden en el desarrollo previamenie atribuido a al deficiencia de &cido
félico o vitamina B12.%47
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POLIMORFISMOS DE LA MTHFR Y TC Y SU RELACION EN LA PGRT

Ya que los defectos en el folato y la vitamina B12 dependen de metabolismo
de la homocisteina, los polimorfismos de la MTHFR y TC han sido implicados
como factores de riesgo de muchos desordenes del desarrollo, como defectos
del tubo neural, labio y paladar hendido y sindrome de Down, aunque hay

estudios que no han podido demostrar estos hallazgos.

En un estudio de Wenstrom et al. Se encontré una fuerte asociacion entre
los alelos FETALES 6777, concentraciones elevadas de homocisteina en el
liquido amnidtico y defectos del tubo neural especificamente en la espina
cervical-lumbar, lumbosacra y encefalocele occipital, pero no anencefalia,
exencefalia, o espina bifida confinada al sacro, estos autores concluyen gue los
alelos 677T de la MTHFR predisponen solo para clertos tipos de defectos del

tubo neural. ¥
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ALELOS 677T MATERNOS Y FETALES EN EL ABORTO ESPONTANEO

Como se menciond anteriommente la hiperhomocisteinemia materna es un
factor de riesgoe para pérdida gestacional recurrente y también para pérdida
gestacional temprana primaria, algunos estudios la han asociado con perdida
gestacional recurrente temprana, aungue este efecto no se replica en otros
estudios. En un meta.analisis del 2004 se analizaron los estudios encontrados
de pérdida gestacional, y los hallazgos de los genotipos matermos vy fetales,
para determinar si ser portadores de la mutacién 677 C>T aumenta el riesgo de
pérdidas encontrandose:Z’

REFERENCIA CASOS/ICONTROLES RESULTADOS

Aborto recurrente

Genotipos maternos

Foka et al. 80/100 Sin riesgo
Holmes et al. 173/67 Sin riesgo.
Kumar et al. 24124 Riesgo incrementado.
Kutieh et al. 50/50 Sin riesgo
Lissak et al. 41/18 Riesgo incrementado
Murphy et al. 40/540 Sin riesgo
Nelen et al. 185/113 Riesgo incrementado
Pihusch et al. 102/128 Sin riesgo
Wramsby et al. 84/69 Sin riesgo

Aborte no recurrente

Gendlipos matermos.

Alfirevic et al 18/44 Sin riesgo.
Gris et al. 232/464 Sin riosgo.
Kupferming et al. 121110 Sin riesgo.
Many et al. 40/80 Sin riesgo.
Martinelly et al. B67/232 Sin riesgo.
Murphy et al. 24/540 Sin riesgo.
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Abarto espontaneo

Genotipos fetales.

Isolato et al. 1611119 Rigsgo incrementado
Zetterberg et al. 80/125 Riesgo incrementado
Zetterberg et al 76/114 Riesgo incrementado

Asi tenemos que 6 estudios no encontraron asociacion entre los alelos
maternos 677T y pérdida fetal no recurrente, pere 5 de estos solo examinaron
pérdida fetal tardia (muerte fetal después de las 19 semanas de gestacion o
mas), esta discrepancia en los resultados puede ser debida a que el ndmero de
muestra es relativamente pequefia.

Los efectos comunes de los alelos mutados de las enzimas MTHFR y TC,
son la disminucion de |a viabilidad del folato y la vitamina B12 y el incremento
en la concentracion de homocisteina. Ya que los procesos  vitales como
proliferacion y  diferenciacién celular son dependientes del folato y de la
vitamina B12, mediadores en el metabolismo de la homocisteina, cualquier
alteracion en este pueden ser especialmente grave tempranamente en la
embriogénesis cuando las células se encuentran bajo proliferacion vy
diferenciacion rapidas, por o que hay un especial interés por analizar los
embriones abortados espontaneamente para determinarles los polimorfismos
de la MTHFR y de la TC y no solo a la madres de dichos embriones,

Recientemente se realizaron 4 estudios para analizar los genotipos fetales:
El primero de Isotalo et al. reporta una alta prevalencia de los alelos mutados
de la MTHFR en embriones abortados, este grupo consistié en tomar muestras
de tejido fetal de los abortos sucedidos espontaneamente y  aquellos
terapéuticos, 1o cual disminuye la validez del estudio.
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Se realizd pues un nuevo estudio por Zetterberg et al. donde solo se
incluian embriones abortadas espontaneamente (muerte fetal entre 6 y 13
semanas después de la concepcidn), encontrandose un OR significativo para
aborto espontaneo de 14.2 (95% IC 1.78-113; p= 0.001), cuando se compard
la prevalencia de uno o mas alelos 677T y 1298C contra el genotipo silvestre
combinado CC/AA, en casos y controles, se encontrd que el polimorfismo de la
MTHFR tiene un mayor impacto en la supervivencia fetal.

La prevalencla de la mutacion del TC 776G, estd significativamente
incrementada en embriones abortados en los cuales la prevalencia del genotipo
silvestre fue mucho menor que en los controles (9.1% y 32.2% respectivamente
con p<0.001).

Se ha establecido la posibilidad de la interaccién gen-gen de los
polimorfismos de la MTHFR y TC en abortos espontaneos, ya que los
embriones que presentan los genotipos combinados MTHFR 677TT y TC
776CG o 776GG, presentan el metabolismo de homocisteina mas alterado

que aquellos en los gue solo se encuentra un gen con polimorfismo.

For ultimo otro posible mecanismo hasta ahora inexplorado, es el del tipo de
interaccion genética materno-fetal en los abortos espontaneos. El polimorfismo
677 C>T confiere un riesgo aumeniado para defectos del tubo neural si la
madre y su hijo son homocigotos para el alelo 6771, comparado con el riesgo
que presentaria si solo la madre o el hijo fuesen homocigotos , coincidiendo en
que los niveles de homocisteina en el embrién son mayores si el feto y la
madre presenta hiperhomocisteinemia asociada a los polimorfismos en el gen
de la MTHFR y TC, y si la hipotesis de la embriotoxicidad de la homocisteina
fuese comprobada, esto incrementaria ain mas el riesgo de presentar aborto
espontanec.
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MATERIAL Y METODOQS

OBJETIVOS E HIPOTESIS:

Objetivo general:

Determinar la mutacion 677 C>T del gen de la MTHFR en parejas mexicanas
con pérdida gestacional recurrente temprana.

Objetivos Especificos:

1.- Localizar la mutacién 677 C>T del gen de la MTHFR por medio de la técnica

PCR en pacientes mexicanas con PGR temprana y sus parejas.

2.- Describir la prevalencia de la mutacién 677 C>T del gen de la MTHFR en

pacientes con pérdida gestacional recurrente temprana y sus parejas.
HIPOTESIS:

l.a presencia del polimorfismo 677 C>T en estado homocigoto en la madre
o el feto es un factor de riesgo que incrementa los niveles de homocisteina y
genera embriotoxicidad y disminucion de la viabilidad embrio-fetal.

DISENO DEL ESTUDIO:

Tipo de investigacion; Clinica

Tipo de Diseifio: Transversal.

Caracteristicas del estudio: Observacional descriptivo.
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METODOLOGIA:
Lugar y duracién; INPer de Enero de 2003 a Enero de 2005.
UNIVERSO:

Pacientes con pérdida gestacional recurrente temprana (2 o mas abortos ) y
suUs parejas.

Unidades de observacion: Pacientes con pérdida gestacional recurrente
temprana.

Método de muestreo; No probabilistica de casos consecutivos.
CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes mexicanas con 2 ¢ mas abortos primarios tempranos de etiologia
desconocida.

Parejas de estas pacientes.
CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes con pérdida gestacional recurrente con etiologia conocida.

Pacientes que no acepten el estudio.
VARIABLES DEL ESTUDIO:

Variable dependiente: Pacientes con pérdida gestacional recurrente temprana.
Variable independiente: Mutacidon 677 C>T del gen de la MTHFR.
Variable cualitativa: Dicotémica.

Nivel de medicion: Ausente o presente.
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RECOLECCION DE LAS MUESTRAS:
La mutacion se buscd en sangre periférica de la siguiente forma:

1.- Se tomd una muestra de sangre (5 ml) y se coloco en un tubo Vacutainer
con EDTA,

2. Se exirajo su acido desoxirribonucleico (ADN) y se realizé PCR-RFLP para
determinar la presencia de las mutaciones 677 C>T mediante la digestidn con
enzimas de restriccion Hinf | del producio de PCR de 228 bp. Los individuos
silvestres solo muestran una banda en el gel de agarosa de 234bp, mientras
que los heterocigotos (CT) muestran dos fragmentos (234 y 181 pb) y los
homocigotos para la mutaciéon solo muesiran el fragmento de 181 bp.

Iniciadores de PCR para la mutacion 677 C>T

5 -TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'
3-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG- 3’

tas condiciones de la reaccidén para PCR fueron 50 ng de cada iniciador,
02 mM de los desoxinucledtidos, 1Tmc de amortiguador de reaccién, 1 mM de
MgCI2, 5% (viv) de DMSG, 0.5 U de Tag DNA Pol, 1 de agua desionizada
c.b.p. 50 uL.

El programa de temperatura fue: 2 minutos a 96 ° C (desnaturalizacién del
ADN); y 35 ciclos con las siguientes caracteristicas: 1 minuto 22 © C, 30 seq.
58°C, 30 seg. 72°Cy 7 minutos a 72 °C.
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El producto de PCR se identificé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2 % teiiido con bromuro de etidio. Posteriormente se tomaron 15 pL del
producto PCR para la digestién con la enzima de restriccion y se agregaron 2
u de Hinf | en el buffer de reaccion incubado 2 horas a 37 ° C. Finalmente se
analizd el patrén de restriccién mediante electroforesis en gel de agarosa al 4
%. El marcador de peso molecular a utilizar sera el plasmido pUC 18 cortado
por Haell.

HFLP 877 MTHFR

Exx 01 _ 600 Con- -2 Hi-1002 Lo- 202 AG-0 Bkop-0OfFF
CUSTONER Movrmal UUV:-0n ML-OFF #0O0D16-883 InaGo™
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RESULTADOS

Se estudian un lotal de 118 pacientes, 59 parejas del Instituto Nacional de
Perinatologia  “lsidro Espinasa de los Reyes” que presentan dos o mas
perdidas gestacionales tempranas, a quienes se les realizdé el protocolo de
estudio de la Clinica de Riesgo Pregestacional que consto de cariotipo,
anticuerpos anticardiolipina, anticoagulante Wpico, ultrasonido ginecolégico,
prueba de dilatadores, glucemia sérica, pruebas de funcionamiento tiroideo,
perfit de TORGCH, chlamydia, mycoplasma ureaplasma, siendo todos estos
resultados negativos, por lo que la pérdida gestacional recurrente temprana en
estas parejas se clasificd como de etiologia desconocida,

El resultado de la presencia del polimorfismo, se muestra en la tabla 1,
donde se puede ohservar si cada uno de los miembros de |a pareja es genotipo
silvestre es decir sin polimorfismo en cuyo caso se expresa con CC, si solo
presenta un alelc mutado lo que se expresaria con CT o si presenta la
mutacién en ambos alefos, es decir homocigoto pero para el polimorfismo
expresandose TT, asi los dos miembros de la paraja son estudiados para poder
evaluar un efecto sobre el feto.

25




ugIeNW B uco ojoBpowoy | 1 A ‘ajobioolaiay
19 ‘uoenu ws ojobioowoy e spucdssnca DY) apuop ‘sepeipmise sefeled asshu A eyuenould se| ep odnyousb ep onsiBay
| oelqel

26

Liofaala]afl]|ofL]ofLio| L] |L{L]|L|DfL]|D|L{O[L]| L |L|O[L[D|L{L[OID[L]L]L]D L] D [3HLWOH
LialL{Liafolala]ololLil{ofo[L[ofL]L]L]2[2(Q L[ L{L[L[L[O[L|L|L]L[L}L[L]L D)D) HANW

65 | 85 | 45 | 95 | S5 | VS | ES [ 2S5 | V9 | 05 | 6F gy | LiF ar Sy 114 iy ¥ L¥ Q8Y0
‘oN

olofoalelalifa]ol]a]L]ol Lol L]a]L[L[L{o[o[o/Lio || o111 DO |L[L[L/D]L]Ll]|L[D}{L] L |IHENCOH
olalL{L|ololi]alalolo]aloia[ala[L]o(L| | L D/ LiL L] L [L{D LD [L]O[LiL[L]|D[L[D)D]| D} HIAMNW

OF | BE | 8 ) 4E | 9E | S¢ | #E | £E [ 2B | LE | OF 6¢ 8 e ¢ S¢ ¥Z 4 g2 1€ Osvo
‘oN

olofL[ofololalalalalaloo]lojala|L|o[L{L{L{OfL{ L [L[D[L{L[2]O[L[D[L{DD]|D|2]|D|2]| T |IHBAOH
LiafL{alalofa]oli|alololo]olL]2]L]ofi[ofo]o]L{ L L L [L[O[D|O[D[O[LILIL]IL]|L]1]D] D] HIMMW

0Z | BL | 8L | 4L ) 9L ) SL | bL | g [E || OL 6 8 L ] g ¥ € Z 3 Os¥YD
“ON




COMBINACION DE GENOTIPOS POR PAREJAS

5( 8%) & (10%)

12 (21%) H(15%)

3( 5%)

5 (B%)
8 (14%)

B(14%)

HMCC+HCC OMCCHHCT  BMCC+HTT  EMCTHHCC  WMCTHHCT  EMCTHHTT
BMTT+HCC  aMTT+HCT  BMTT+HTT

GENOTIPO DEL POLIMORFISMO 677 C>T DISTRIBUIDO POR SEXO

MUERES HOMBRES

accaerarTT
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GENOTIPO | MUJERES | HOMBRES | TOTAL

CcC 18 14 32

CT 21 30 51

TT 20 15 35
Tabla 2:

Genotipo del polimorfismao 677 C>T rep'o'rté'do en mujeres y hombres.

MUJERES HOMBRES TOTAL
cC cC B
cc CT 9
cC TT 3
CcT cC 5
CcT cT 8
CcT TT 8
T cC 3
T CT 12
T TT 5
Tabla 3.

Distribucion de genotipos CC, CTy TT por pareja.

28




Se identifica en la mujer el genotipo TT en 20/58 casos (33.8%), CT en
21/59 (35.5%) y CC en 18/59 (30.5%) con una prevalencia del alelo mutado de
51.6%, en los varones el genotipo TT en 15/59 (25.4%) casos CT en 30/59
(50.8%) casos y CC en 14/59 (23.7%) casos lo gue determina una frecuencia
alélica de T de 50.8%. El riesgo maternc al presentar genotipo TT es de 33.8%
y el riesgo fetal por la combinacién M/P de T es de 57.6%.
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DISCUSION:

Numerosos estudios han reportado la posible relacion del polimorfismo
677C>7 del gen de la MTHFR vy las pérdidas gestacionales recurrentes. Sin
embargo, otros estudios no han encontrado asociacién con la pérdida no
recurrente o con la pérdida felal después de las 19 semanas de gestacion,
Existen variantes importantes que pudiesen generar confusién en fa relacién de
la pérdida gestacional y la mutacién, y estas pueden ser: la edad matemna
avanzada, la pérdida tardia, ia nutricidn y las diferencias étnicas entre las
poblaciones estudiadas, lo que genera resultados discrepantes o bien que la
muestra estudiada haya sido pequefa y por o tanto de poco poder estadistico,
lo que mostraria una baja probabilidad de detectar diferencias.

Uno de los puntos importantes del estudio es el cdleulo de riesgo en el
genotipo fetal donde el efecto del polimorfismo CT y TT podria aumentar la
concentracion de homocisteina, que durante la proliferacion y diferenciacion
celular, fundamentales en la embriogénesis, pueden ser alterados y generar la
pérdida gestacional, no ocurre lo mismo en el caso del genotipo matemo CT,
donde el riesgo solamente se incrementa para pérdida gestacional cuando el

genotipoes TT.

Los datos obtenidos en este estudio nos pemmiten generar un calculo de
riesgo para pérdida gestacional relacionada con el genotipo materno del
polimorfismo en estado homocigoto, donde se registra en un 33.8%
considerando que el estatus de homacisteina en estas pacientes se encuentra

elevado y determine el riesgo de pérdida fetal.
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La contribucién patemna del alelo mutade 6777 en el caso de heterocigotos
CT corresponde al 50.8% y homocigotos TT el 25.4%, lo cual incrementa la
posibilidad de que el feto se integre de un gen'oiipo de alto riesgo como es TT
homocigoto para la mutacion, de tal manera que las parejas donde ambos
presentan homocigosis para el polimorfismo son 5/58 con riesgo del 100%. En
8/59 parejas el genotipo de la pareja es CT/CT que genera un riesgo del 25%
de que el feto presente TT. 20 parejas con genotipo CT/TT o TT/CT tendrian
un riesgo del 50%. Como resultado en 23/59 parejas su pérdida gestacional no
se asocia a genotipo materno ni fetal, por lo que podrian considerarse por el
momento como pérdidas gestaciones de etiologia idiopatica que podria
relacionarse con otros polimorfismos génicos.

Es interesante hacer notar que 36 parejas presentan genotipo de riesgo
maierno y/o fetal 1o que corresponde a un poco mas del 61.01% de las parejas
estudiadas, lo cual sustenta indicar el estudio del polimorfismo 677C>T de la

MTHFR en las parejas con pérdida gestacional recurrente.

El polimorfismo 677 C>T de la MTHFR en la poblacién mexicana se
comporta con patrén hereditario de transmisién autondmico recesivo.

La importancia de estos estudios radica en la posibilidad de reducir el efecto
del polimorfismo al disminuir la concentracion de homocisieina indicando
terapia periconcepcional con acido félico, la dosis indicada en estos casos
donde el genotipo es un factor de riesgo tanto en forma heterocigote como
homocigota por linea maternaes de 4 a5 mg diariamente 3 meses previos ala
concepcion y durante las primeras 12 semanas de gestacién, combinado con
una dieia balanceada rica en vegetales, como minimo 100g diarios.
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ANEXOS:

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR ENEL
ESTUDIO

ASPECTOS ETICOS: Carta de consentimiento para la toma de muestra
sanguinea.

TEXTO INFORMATIVO:

Estimados pacientes:

Queremos informarles que la Subdireccion de Investigacion del Instituto
Nacional de Perinatologia esta llevando a cabo un estudio sobre la bdsqueda
de la mutacion de un gen gue se encuentra relacionado con las pacientes que
presentan multiples abortos.

El objetivo de este estudio es reunir a todas las parejas que han presentado
mas de dos abortos sin haber logrado tener un hijo viva. En estas parejas se
buscara la mutacién de un gen que se ha visto relacionado con esta
enfermedad teniendo camo finalidad la busqueda de alternativas de tratamiento

para lograr ayudar a esias parejas.

El estudio consiste:

1.- Reunir pacienies y sus parejas que han presentado dos ¢ mas abortos sin
causa aparente.

2~ Se les cita para fa toma de 4 ml de sangre de una vena del brazo, la cual se
realiza con material totalmente estéril y por personal capacitado.

3.- Se extrae el acido desoxirribonucleico para la basqueda de la mutacion.

4.- Se informa a la paciente el resultado.
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Su participacion en este estudio ofrece el beneficio de la blisqueda de una
probable causa de sus abortos. Esto permite abrir una puerta mas para su
tratarniento.

Yo

{Nombre de ia Paciente)

Declaro libremente que he leido la informacion correspondiente, que me han
aclarado todas mis dudas y que voluntariamente estoy de acudo en participar
en la investigacion “ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 877 C>T DE LA 5,10
METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA EN PAREJAS CON PERDIDA
GESTACIONAL RECURRENTE TEMPRANA", cuyo objetivo, procedimiento,
beneficios y riesgo se me han explicado previamente.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier
duda o coniestar cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no
hubiese expresado o que suija en el desarrollo de la investigacion.

Se ha manifestado que puedo retirar el consentimiento de participar en
cualquier momento sin que ello signifique que la atencién médica que se me
brinde sea madificada. Ademas que mi participacién no repercutira en el costo

de mi atencion médica.
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Para los fines que se estime conveniente, firmo fa presente junto al investigador

que me informé y dos testigos mas.

México D.F. a de del 200

Paciente

Investigador

Testigo

Testigo
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