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 “DETERMINACIÓN DE HOMOCISTEÍNA  EN RECIÉN NACIDOS A 
TÉRMINO Y SU ASOCIACIÓN CON EL POLIMORFISMO C677T DEL GEN 

DE LA METILEN-TETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR)”. 
 
 

RESUMEN. 

Estudio de asociación de las concentraciones de homocisteína en sangre de 

recién nacidos de término con o sin suplementación de ácido fólico con el 

polimorfismo C677T del gen de la metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR).  

Se investigó una muestra consecutiva de recién nacidos a término sin 

antecedentes de complicaciones durante el embarazo, evaluando muestras en 

sangre del cordón umbilical de los recién nacidos, las cuales fueron 

procesadas en el Instituto Nacional de Perinatología “Isidro Espinosa de los 

Reyes” 

Objetivo: 

Establecer la asociación entre los valores de homocisteína y el polimorfismo 

C677T del gen de la MTHFR en recién nacidos a término en una muestra de 

recién nacidos mexicanos. 

Diseño:  

Estudio transversal, prolectivo y analítico con muestra consecutiva 

conformado por todos los recién nacidos entre el 1° de Enero al 31 de 

Diciembre de 2004 en el Instituto Nacional de Perinatología que cumplieron 

los criterios de selección.   

Resultados:   

Se incluyeron 119 recién nacidos, de los cuales 13 se eliminaron por existir 

problemas técnicos con las muestras, quedando un total de 106 pacientes 

incluídos en el estudio.  La población se analizó de acuerdo a la presencia del 

polimorfismo, se hicieron tres grupos: homocigotos sin polimorfismo (CC) 19 

pacientes (17.9%), heterocigotos (CT) 53 pacientes (50%) y homocigotos con 

polimorfismo (TT) 34 pacientes (32%).  Las frecuencias alélicas fueron de C 91 

(43%) y de T 121 (57%).  Los niveles de homocisteína en sangre fueron de: 5.47 

(1.88-10.78, D.S. 2.36) µmol/L en homocigotos sin polimorfismo; 6.56 (2.32-19.96, 

D.S. 3.78) µmol/L en heterocigotos y 6.47 (1.99-16.61, D.S. 3.83) µmol/L en 
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homocigotos con polimorfismo.  Se calcularon frecuencias absolutas y relativas, 

medidas de resumen y dispersión para las diversas variables de comparación 

entre grupos; se realizó una Prueba de Kruskal-Wallis para determinar diferencias 

o no en las concentraciones de homocisteína, peso de los recién nacidos, ácido 

fólico ingerido, sin haberse encontrado diferencias estadísticamente significativas. 

Discusión: 

El estudio demostró una elevada frecuencia del genotipo de la MTHFR en 

heterocigotos que coincide con lo reportado en la literatura para población 

mexicana. 

Nuestros datos no permiten establecer una asociación significativa del 

polimorfismo C677T del gen de la MTHFR y las concentraciones de homocisteína; 

así como tampoco diferencia en homocisteína con relación al antecedente de 

administración de ácido fólico. 

Los resultados indican una alta prevalencia de la mutación, en recién nacidos de 

término eutróficos mexicanos, sin relación en cuanto a los niveles de 

homocisteína. 

Conclusiones: 

Reconociendo el alto riesgo de mujeres embarazadas para alteraciones 

vasculares y defectos congénitos, se hace importante establecer un posterior 

seguimiento neonatal y comportamiento clínico en relación a niveles de 

homocisteína y del polimorfismo de la mutación C677T de la MTHFR para 

establecer en un futuro una posible relación con morbilidad perinatal.  La intención 

es generar un estudio predictivo y preventIvo de los casos de homocigotos a 

través de la dieta o la suplementación con ácido fólico que los proteja durante el 

desarrollo. 
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CAPITULO I:  MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL. 
 
 
1.1  INTRODUCCION. 

 

La hiperhomocisteinemia se ha considerado un factor de riesgo para 

afecciones cardiovasculares, neoplasias, patologías neuropsiquiátricas y 

malformaciones congénitas, como los defectos del tubo neural..1  Se conoce 

que las mutaciones en los genes que codifican para las enzimas de las vías 

metabólicas de la homocisteína pueden ocasionar hiperhomocisteinemia; 

entre estas mutaciones se encuentra  la de C677T del gen de la metilen-

tetrahidrofolato reductasa (MTHFR). 

 

Se ha reportado una alta prevalencia de la mutación C677T del gen de la 

MTHFR, en estudios realizados en diferentes poblaciones en México.2,3 

 

Las diferentes versiones de una secuencia de ácido dexosirribonucleico (ADN) 

en una localización cromosómica específica (locus) se denominan alelos, 

cuando los alelos aparecen en más del 1% de los cromosomas de la 

población general, constituyen lo que se conoce como polimorfismo genético.  

En cambio, los alelos con frecuencias menores al 1% son variantes raras.4 

 

En recién nacidos de término, no se han determinado los niveles de 

homocisteína y su posible asociación con el polimorfismo C677T del gen de la 

MTHFR, por lo que fue de nuestro interés realizar este estudio para establecer 

en un futuro una posible relación con morbilidad neonatal. 
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1.2  ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS. 

 

La homocisteína es un aminoácido sulfúrico cuyo metabolismo inicia en la 

intersección de dos vías: la remetilación a metionina, que requiere folato y 

vitamina B12 y la transulfuración a cistationina, la que requiere serina y 

piridoxal-5’-fosfato.  Las dos vías son coordinadas por S-adenosilmetionina, 

que actúa como un inhibidor alostérico de la reacción de la metilen-

tetrahidrofolato reductasa y como un activador de la cistationa -sintetasa.5 

 

Los niveles de homocisteína en plasma se mantienen en límites bajos por la 

función de  tres enzimas, que requieren vitaminas como cofactores.  El folato 

es un cofactor para dos enzimas: metionina sintetasa y 5,10 MTHFR.  Con el 

uso de la vitamina B12 como el cofactor reactivo y 5-metiltetrahidrofolato como 

el grupo metilo donador, la metionina sintetasa cataliza la remetilación de 

homocisteína a metionina.  La enzima MTHFR es necesaria para convertir la 

5,10-metilen-tetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato.  La tercera enzima, 

cistationina -sintetasa, que requiere vitamina B6 como un cofactor, agrega 

serina a la homocisteína para convertirla en cistationina, predominantemente 

en órganos catabólicos tales como el hígado.6  (Figura 1). 

 

El metabolismo de la homocisteína también es influenciado por variantes 

génicas de las enzimas, en especial la variante termolábil C677T de MTHFR, 

que causa reducción en la actividad enzimática.7   Del 5 al 20% de la 

población normal es homocigota para esta variante, en ella se produce 

elevación rápida de las concentraciones de homocisteína en plasma y 

concentraciones de folato disminuídas en comparación con los heterocigotos o 

la población sin la mutación.8-10 

 

La homocisteína es un aminoácido que contiene grupos tiol. Es producida por 

desmetilación intracelular de metionina y exportada al plasma, en donde circula 

principalmente en forma oxidada, unida a proteínas del plasma como un disulfuro 
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mixto de proteínas y homocisteína con albúmina, en forma de disulfuro de 

homocisteína y en pequeñas cantidades en forma reducida.  La homocisteína total 

representa la suma de todas las formas de homocisteína encontradas en plasma o 

suero (libre y en forma oxidada).  

 

En 1995, Frosst y cols11 describieron una mutación del gen de la metilen-

trahidrofolato reductasa (MTHFR) consistente en una substitución de citosina 

por timina en el nucleótido 677 que cambia la alanina por valina en la posición 

222 de la secuencia del aminoácido.  Personas con el genotipo heterocigoto 

CT u homocigoto TT en el nucleótido 677,  tienen de 30% a 40% y de 60% a 

70% respectivamente disminuida la actividad de la enzima MTHFR, 

respectivamente.  Portadores de TT también tienen moderada 

hiperhomocisteinemia.12,13 

 

En años recientes diversos grupos han propuesto que los niveles elevados de 

homocisteína en plasma son un factor de riesgo para enfermedad cerebro 

vascular periférica y enfermedad coronaria14 y durante el embarazo quizá 

están asociados con alteraciones en la función vascular de la placenta, la cual 

puede generar preeclampsia, abortos y otras complicaciones del embarazo.15-

17  También se han observado niveles elevados de homocisteína en plasma 

materno y en líquido amniótico durante embarazos complicados con fetos 

afectados con defectos del tubo neural.18,19 

 

No es clara la forma en que la variación genética contribuye a la presencia de 

defectos de tubo neural; pero si se ha observado en diferentes estudios la 

asociación entre la presencia de tales defectos y el uso de ácido fólico así 

como de anormalidades en el mecanismo de la homocisteína entre mujeres 

con embarazo previo afectado, donde se indicó examinar la variación genética 

de los genes relacionados con folato.  Las formas más comúnes de defectos 

de tubo neural son: espina bífida, anencefalia y encefalocele; otras como 

craneoraquisquisis e iniencefalia ocurren más raramente.  
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Se ha demostrado la interrelación entre el genotipo de la MTHFR y el estado 

nutricional de los folatos.  Cuando las concentraciones de folato eran altas, los 

niveles plasmáticos de homocisteína eran bajos y no existía relación con el 

genotipo de la MTHFR.  Sin embargo cuando la concentración de folatos era 

baja, los niveles plasmáticos de homocisteína eran más altos en los 

homocigotos de la mutación C677T que en aquellos con genotipo normal, con 

esto se puede concluir que la expresión fenotípica de los genotipos de la 

MTHFR es dependiente de la disponibilidad de folatos. 

 

El gen de la 5-10  MTHFR esta localizado en el cromosoma 1 en la región 

p36.  La secuencia de DNA complementaria es de 2.2 kilobases de largo y 

consta de 11 exones.  El corte alternativo ocurre tanto en humanos como en 

ratones.  En humanos, el producto mayor del gen de la MTHFR es una 

proteína catalíticamente activa de 77-kilodaltones, sin embargo una pequeña 

isoforma  de proximadamente 70 kilodaltones se ha observado en algunos 

tejidos.  MTHFR cataliza la conversión de 5,10 metilen-tetrahidrofolato en 5-

metiltetrahidrofolato, la cual es la forma circulante mayor del folato.20 

 

El ácido fólico y MTHFR están envueltos en una vía bioquímica compleja.  El 

folato, en su forma 5-metil, participa en la transferencia de un carbón solo que 

ocurre como parte de la síntesis de nucleótidos: la síntesis del S-adenosil-

metionina: la remetilación de homocisteína a metionina; y la metilación de 

DNA, proteínas, neurotransmisores y fosfolípidos.  La actividad normal de la 

MTHFR quizá ayude a mantener un fondo de folato circulante y metionina y 

posiblemente previene la elevación de la homocisteína.20 

 

Este estudio se refiere a una mutación frecuente en el gen que codifica para la 

enzima MTHFR, C677T, la cual ha sido asociada con anormalidades 

congénitas, enfermedades cardiovasculares y anormalidades de coagulación. 
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El alelo C677T se refiere a una mutación puntual en la posición 677 del gen 

que codifica para la enzima MTHFR que consiste en el cambio del nucleótido 

citosina por el nuncleótido timina; esta mutación resulta en la substitución del 

amino ácido de alanina por valina en la posición 222 de la enzima.   El alelo 

C677T es llamado termolábil, debido a que la actividad de la enzima esta 

disminuida a 37°C o más.  De esta manera, la actividad de MTHFR entre 

homocigotos C677T es 50 a 60% menor a 37°C y aproximadamente 65% más 

baja a 46°C comparada con controles.  Los heterocigotos están en un rango 

intermedio. 

 

Las personas que son homocigoto para el alelo C677T tienden a tener 

incrementados  los niveles de homocisteína en sangre si su ingesta de folato 

es insuficiente, pero niveles normales si su ingesta de folato es adecuada. 

 

Sin embargo, aumentar la ingesta de ácido fólico compensa la reducción de la 

actividad de la MTHFR, generada por la inestabilidad por termolabilidad y da 

como  resultado concentraciones normales de homocisteína.21,22 

 

La frecuencia poblacional del alelo C677T muestra variaciones étnicas y 

regionales.  La frecuencia alélica es más alta en Italia y entre los Hispanos 

que viven en California y más baja entre los negros americanos y en algunas 

áreas de África Sub-Sahara.   La frecuencia de homocigotos C677T muestra 

variabilidad similar.23 

 

Mutchinik2 reportó en un estudio que la mutación del gen C677T de la MTHFR 

y la presencia de homocigotos para esta mutación tiene una muy alta 

prevalencia en la población mexicana, siendo la más alta reportada, para una 

frecuencia en el gen para el alelo mutado de 0.586 y prevalencia para el 

homocigoto de 34.8%.  De acuerdo a los hallazgos en dicho estudio, casi uno 

de cada tres individuos en la población mexicana tiene la variante termolábil 

de la enzima,2 por lo que es considerado un polimorfismo. 
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Rozen y cols24 reportan una menor proporción de homocigotos C677T entre 

los recién nacidos femeninos que entre los masculinos; sin embargo no 

existen otros estudios que reporten dicha diferencia. 

 

La fisiopatogenia del daño provocado por la mutación C677T del gen de la 

MTHFR y la hiperhomocisteinemia ha sido relacionada con daño vascular.  

Desde 1969 McCully25 la postuló como responsable de aterosclerosis.  Las 

primeras investigaciones sobre la importancia de la alteración fueron descritas 

en 1976 relacionadas con problemas de coronariopatías.26 

 

Los mecanismos de alteración de vasos sanguíneos han logrado determinar 

que la hiperhomocisteinemia actúa directamente en las paredes de los vasos 

sanguíneos ocasionando daño endotelial.  Esto provoca fibrosis vascular y 

alteraciones funcionales endoteliales.  Las células endoteliales se descaman 

por lo tanto se expone la capa subendotelial a la activación de la 

trombogénesis.  La mutación C677T del gen de la MTHFR provoca 

disminución de la actividad de esta enzima alterando el metabolismo de los 

folatos y el adecuado funcionamiento del metabolismo de la homocisteína, lo 

cual origina hiperhomocisteinemia. 

 

Se han descrito múltiples asociaciones entre patologías obstétricas y la 

mutación C677T del gen de la MTHFR, así como con hiperhomocisteinemia.  

Entre estas patologías se pueden mencionar la enfermedad hipertensiva 

inducida por el embarazo, desprendimiento prematuro de placenta 

normoinserta, defectos de tubo neural, restricción en el crecimiento 

intrauterino y pérdida gestacional recurrente.5 

 

El polimorfismo C677T de MTHFR esta ampliamente distribuido en todo el 

mundo, existiendo en muchas poblaciones y grupos étnicos estudiados.  

Marcadores de heterogeneidad en frecuencias alélicas y prevalencia de 

homocigoto TT es un hallazgo común entre poblaciones.2  La comparación 
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hecha  entre estas poblaciones (negros, amerindios, caucásicos y asiáticos) y 

la población mexicana estudiada en los Estados Unidos mostró diferencia 

estadística significativa, sugiriendo que la alta prevalencia en la población 

mexicana de la mutación de  C677T y el genotipo homocigoto TT quizá 

represente un marcador étnico genético característico de algunas poblaciones 

amerindias. 2 

 

En 2002, dos metaanálisis muestran que los individuos con el genotipo 

MTHFR 677 TT tienen un riesgo elevado de enfermedad coronaria cardiaca 

(CHD), particularmente en los que tienen estado con folato bajo, sugiriendo 

que las fallas en el metabolismo del folato resultan en niveles altos de 

homocisteína que esta causalmente relacionados con el incremento de riesgo 

para CHD.27,28 

 

También se ha descrito por Jaminson y cols,29 que pacientes con enfermedad 

renal terminal que fueron homociogotos T en el nucléotido 677 tuvieron mayor 

mortalidad que los de otros genotipos. 
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1.3  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Se ha reconocido una alta prevalencia (uno de cada tres individuos2) en 

México de la mutación C677T del gen de la MTHFR que interviene en el 

metabolismo de la homocisteína y el ácido fólico asociada principalmente a 

defectos congénitos, alteraciones vasculares y pérdidas fetales.  Los estudios 

realizados hasta el momento han sido en mujeres embarazadas; por lo 

anterior se considera importante conocer si existe una asociación entre la 

presencia del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR y los niveles séricos 

de homocisteína en recién nacidos a término. 

Con los antecedentes anteriores nos planteamos la siguiente pregunta: 

 

 

¿Existe una asociación entre la presencia del polimorfismo C677T del gen de 

la MTHFR y los niveles séricos de homocisteína en recién nacidos a término? 
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1.4 JUSTIFICACION. 

 

Se tiene poca información de los valores de homocisteína en recién nacidos a 

término y en especial en niños mexicanos no existe información.  Se ha 

reconocido una alta prevalencia del polimorfismo del gen C6777T en la 

población mexicana que interviene en el metabolismo del ácido fólico y la 

homocisteína, asociada principalmente a defectos congénitos, alteraciones 

vasculares y pérdidas fetales.   

 

En México la mayoría de los estudios realizados hasta el momento han sido 

en mujeres embarazadas, por lo anterior se considera importante conocer si 

existe una asociación entre los niveles séricos de homocisteína en recién 

nacidos sanos mexicanos y presencia de la mutación C677T del gen de la 

MTHFR. 
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1.5  HIPOTESIS. 

 

H:  Los niveles de homocisteína no se encuentran asociados a la presencia 

del polimorfismo MTHFR C677T en recién nacidos a término. 

 

Ha:  Los niveles de homocisteína  se encuentran asociados a la presencia del 

polimorfismo MTHFR C677T. 
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1.6  OBJETIVOS. 

 

OBJETIVO GENERAL: 

Establecer la asociación entre los valores de homocisteína y el polimorfismo 

C677T del gen de la MTHFR en recién nacidos a término en una muestra de 

pacientes mexicanos.. 

 

OBJETIVOS SECUNDARIOS: 

Conocer la frecuencia del polilmorfismo en una muestra de recién nacidos 

mexicanos. 

Conocer los valores séricos de homocisteína en una muestra de pacientes 

recién nacidos mexicanos. 
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CAPITULO II:  MATERIAL Y METODOS 

 

2.1  DISEÑO. 

 

Tipo de estudio: 

*  Por la participación del investigador:  Descriptivo 

*  Por la temporalidad del estudio:  Tansversal 

*  Por la temporalidad de los datos.  Prolectivo     

*  Por análisis de los datos:  Analítico 
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2.2 UNIVERSO. 
 

El universo estuvo conformado por todos los recién nacidos entre el 1° de 

Enero al 31 de Diciembre de 2004 en el Instituto Nacional de Perinatología . 

 
 
 
 
2.3 UNIDADES DE OBSERVACIÓN. 
 
Los recién nacidos a término entre entre el 1° de Enero al 31 de Diciembre de 

2004 en el Instituto Nacional de Perinatología, que cumplieron con los criterios 

de selección y en los cuales se obtuvo el consentimiento informado. 

 
 
 
 
2.4  MUESTRA Y CALCULO DEL TAMAÑO MUESTRAL. 
 
No probabilístico. 

Casos consecutivos de acuerdo a la temporalidad del estudio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 17 

2.5 CRITERIOS DE INCLUSIÓN. 

 
1. Recién nacidos a término nacidos en la unidad tocoquirúrgica del 

Instituto Nacional de Perinatología. 

2. Sin malformaciones congénitas. 

3. Productos de embarazos no complicados. 

4. Con consentimiento informado. 

 

 

 

 

2.6 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN. 

 

1. Recién nacidos hijos de madres con preeclampsia-eclampsia, diabetes 

meliitus o diabetes gestacional, hipertiroidismo o hipotiroidismo o 

alguna otra enfermedad. 

 

 

 

1.7 CRITERIOS DE ELIMINACIÓN. 

 

1. Recién nacidos en quiénes posteriormente al nacimiento se diagnosticó 

alguna malformación congénita. 

2. Recién nacidos en quiénes alguna de las muestras de sangre no se 

analizó. 
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1.8  METODOLOGIA. 
 

 

El estudio se realizó en el Instituto Nacional de Perinatología “Isidro Espinosa de 

los Reyes” del 1º de enero al 31 de diciembre de 2004. De acuerdo a los criterios 

de selección se solicitó la firma de la Carta de  Consentimiento de Participación 

Voluntaria. Se colectaron las  muestras de sangre de cordón umbilical  de recién 

nacidos que cumplieron los criterios de selección y previa firma del 

consentimiento.  Se tomaron dos tubos: uno con tapón morado con anticoagulante 

(edta) de 3 ml y otro con tapón rojo sin heparina de 5 ml, por residentes de 

neonatología.  Las muestras se procesaron antes de las 24 Hs.  Se enviaron al 

Laboratorio de Biomédica del 3er piso de la Torre de Investigación, donde se 

procesaron en el sistema IMx® de Abbott diagnostics para determinación de las 

concentraciones de homocisteína. 

 

Determinación de las concentraciones de homocisteína: 

Los niveles de homocisteína se cuantificaron a través del inmunoensayo de 

polarización fluorescente (FPIA).  El ensayo IMx®   de homocisteína (ABBOTT, 

Diagnostic división) determina en forma cuantitativa la L-Homocisteína (HCY) total 

en suero o plasma humano a través del analizador IMx®.  El inmunoensayo de 

polarización fluorescente (FPIA) combina dos tecnologías para determinar la 

concentración analítica: la unión competitiva a las proteínas y la polarización 

fluorescente. La substancia a analizar proveniente de la muestras (L-

homocisteína) compite con la substancia a analizar ligada al trazador por los 

puntos de unión de los anticuerpos específicos. 

Los reactivos IMx®  homocisteína y la muestra se dispensan en el cartucho de 

muestra FPIA en el orden siguiente: 

- El sistema sonda/electrodo dispensa la muestra, la solución de 

pretratamiento, las enzimas y el tampón de dilución FPIA en el 

pocillo de predilución del cartucho de muestra. 
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- La solución de pretratamiento reduce la homocisteína presente 

en el suero a otra forma química, la homocisteína. 

- Las enzimas transforman la homocisteína en S-adenosil-L-

homocisteína (SAH). 

- Una alícuota de la mezcla de predilución, el anticuerpo y el 

tampón de dilución FPIA, se dispensan en la cubeta y el sistema 

óptico FPIA mide la intensidad de fondo. 

- La SAH y el trazador marcado con fluoresceína compiten por los 

sitios de unión de las moléculas del anticuerpo monoclonal. 

- La intensidad de la luz polarizada fluorescente se mide con el 

sistema óptico FPIA. 

 

Preparación de la muestra: 

- Se utilizaron muestras de suero ó plasma (colectadas con EDTA 

tripotásico o heparina de litio). 

- Debido a que la síntesis de la homocisteína sigue realizándose 

en los eritrocitos tras la recolección de las muestras, es 

importante centrifugar y separar las células del suero ó del 

plasma.  Las muestras se pudieron almacenar a 4°C hasta 6 Hrs 

antes de la separación por centrifugación.  

- El volumen de muestra mínimo necesario que se requirió es de 

50ul. 

- Los resultados se reportan en umol/l, los valores de referencia 

varían de laboratorio a laboratorio, edad, sexo, zona geográfica y 

factores genéticos, aunque en la mayoría se aceptan valores 

entre 5 y 15 umol/l 

 

Determinación de la concentración de homocisteína. 

Las HCY unida (formas oxidadas) se reducen a homocisteína libre, utilizando 

ditriotreitol (DTT). La HCY total libre se convierte en S-adenosil-L-homocisteína 
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(SAH) utilizando la enzima SAH hidrolasa y un exceso de adenosina. Una alícuota 

de la mezcla de predilución, los anticuerpos y el tampón de dilución FPIA nº 1, se 

dispensan en la cubeta y el sistema óptico FPIA mide la intensidad del fondo. 

El Trazador (S-adenosil-L-cisteína marcada con fluoresceína en tampón fosfato 

con estabilizante proteínico), el tampón de dilución FPIA nº 1 y una segunda 

alícuota de la mezcla de predilución, se transfieren a la cubeta. La S-adenosil-L-

homocisteína (SAH) y el trazador marcado con fluoresceína compiten por los sitios 

de unión de las moléculas del anticuerpo monoclonal. La intensidad de la luz 

polarizada fluorescente se mide con el sistema óptico FPIA.  

 

Identificación del polimorfismo de la mutación C677T: 

Se realizó el proceso de extracción de DNA por medio del kit Wizard Genomic 

DNA Purification de Promega, al cual le siguió la técnica de PCR-RFLP 

(Polymerase Chain Reaction, PCR; Restriction Fragment Lengh Polymorphism, 

RFLP) que permite la genotipificación de una mutación o polimorfismo conocido. 

Los productos amplificados (PCR) y digeridos (RFLP) con enzimas de restricción 

se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. 

 

Extracción y purificación del DNA genómico. 

Un  aspecto fundamental en el análisis molecular de las muestras es la obtención 

de DNA en cantidades razonables y de alta pureza.  Existen varias metodologías 

que permiten su obtención partiendo de diferentes fuentes; en este estudio, se 

realizó la extracción de DNA, en todos los recién nacidos incluidos en el estudio, a 

partir de leucocitos obtenidos de sangre periférica, mediante el kit Wizard Genomic 

DNA Purification (Promega), de acuerdo a las condiciones del proveedor. 

 

Aislamiento del DNA genómico a partir de sangre de cordón umbilical. 

 

Obtención de la muestra. 

1. Extracción en tubo Vacutainer (EDTA) 3 ml de sangre de cordón. 

2. Homogenizar suavemente por inversión. 
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3. Almacenar a temperatura ambiente y procesar lo más rápido posible. 

 

Lisis celular y nuclear. 

1. A un tubo estéril, con capacidad de 1.5 ml adicionar 0.9 ml de solución de 

lisis celular. 

2. Transferir los 300 µl de sangre, mezclar por inversión e incubar por 10 

minutos a temperatura ambiente.  Invertir 5 a 6 veces durante la incubación. 

3. Centrifugar a 16,000 x g por 2 min.  Remover y desechar el sobrenadante 

sin perturbar el pellet blanco, dejando de 10 a 20 µl de líquido residual. 

4. Mezclar en vortex para resuspender los leucocitos, 10 a 20 seg. 

5. Adicionar 300 µl de la solución de lisis nuclear y pipetear varias veces para 

lisar los leucocitos, la solución se pondrá muy viscosa.  Ocasionalmente se 

requiere incubar a 37°C por una hora, cuando se observan grumos 

celulares. 

 

Tratamiento con RNAsa (Opcional). 

1. Adicionar al lisado celular 15 µl de solución de RNasa. 

2. Mezclar la muestra invirtiendo el tubo 25 veces e incubar a 37° C por 15 

minutos. 

 

Precipitación de proteínas. 

1. Adicionar 100 µl de la solución de precipitación de proteínas. 

2. Mezclar vigorosamente (Vortex) por 20 segundos. 

3. Centrifugar a 16 000 x g por 3 min. 

Se observaran las proteínas precipitadas en un pellet café oscuro. 
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Precipitación del DNA. 

1. Transferir el sobrenadante a un tubo estéril de 1.5 µl que contenga 300 µl de 

isoprapanol. 

2. Mezclar la muestra por inversión suave hasta que el DNA forme un 

conglomerado. 

3. Centrifugar a 16 000 x g  por 3 min.  El ADN se visualiza como un botón 

blanco. 

4. Decantar el sobrenadante y agregar 300 µl de etanol al 70%.  Invertir el tubo 

suavemente para lavar el botón de DNA. 

5. Centrifugar a 16 000 x g por 1 min.  Retirar cuidadosamente el etanol.  El 

botón puede perderse si el tubo se agita al retirar el etanol. 

6. Secar el tubo en papel absorbente y dejar secar la muestra a temperatura 

ambiente por 10-15 min. 

 

Hidratación del DNA 

1. Adicionar 100 µl de la solución de hidratación. 

2. Dejar re-hidratándose toda la noche a temperatura ambiente.  

Alternativamente, calentar a 65° C por una hora.  Mezclar peridicamente 

para dispersar el DNA. 

3. Almacenar de 2 a 8° C. 

Se valora la integridad y concentración del DNA mediante dos procesos; 

Electroforesis en gel de agarosa al 1% y Espectrofotometría ( 280 nm). 

 

Tipificación del polimorfismo genético 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR es una técnica descrita en 1991, por Mullis de la corporación CETUR.  

Permite la amplificación de segmentos específicos de DNA de manera 
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exponencial, utilizando la propiedad del DNA de poder desnaturalizarse, 

renaturalizarse y replicarse.  Los segmentos a amplificar se delimitan con 

oligonucleótidos cortos (primers).  Se utiliza la enzima termoestable  Taq 

polimerasa (obtenida del microorganismo Termophilus aquaticus) para replicar los 

fragmentos de interés.   La PCR realiza tres ciclos fundamentales: 

1) Desnaturalización (94-100°C), en la que las cadenas del DNA se 

separan para generar un molde de hebra simple. 

2) Alineamiento (45-60°C), utilizando condiciones de hibridación que 

garanticen que los primers se unirán solamente a secuencias 

complementarias (blanco) y no a secuencias inespecíficas. 

3) Extensión o amplificación (Replicación de DNA) (alrededor de 72°C).  

La Taq polimerasa replica el fragmento del gen. 

Estos 3 ciclos se repiten de 25 a 35 veces, las hebras sintetizadas sirven como 

molde para los siguientes ciclos, por lo que la replicación del fragmento del gen de 

interés, es una forma exponencial. 

 

Adicionar en un tubo de reacción de 0.2 ml: 

 El volumen equivalente a 500 ng de DNA genómico. 

 Buffer 10X (5l) 

 Dimetil-sulfoxido (DMSO) (2.5 l) 

 MgCl2 50mM (1l) 

 Desoxinucleótidos trifosfatados (dNTP’s) 2.5mM (1l)  

 Oligonucleótido F*  200mM (1l) 

 Oligonucleótido R200 ٭mM (1l) 

 0.75U de Taq polimerasa (1unidad=0.3 l) 

 Aforar con agua bidestilada a un volumen final de 50 L 
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Primers 

*5´ GCA GGG AGC TTT GAG GCT GAC-3´ 

 ´AGG ACG GTG CGG TGA GAT G-3 ´5٭

 

Se programaron 35 ciclos de amplificación en el termociclador (Eppendorf, Maste 

cycler gradient): 

        Desnaturalización   92°C   60s 

Alineación   60°C  30s 

              Extensión   72°C  30s 

   Extensión final     72°C  7min 

 

Se amplificó la porción del gen donde se localizó la mutación, eso se determinó a 

través de un blast en Pubmed, donde se analizó la secuencia a amplificar y 

también se corroboró por secuenciación (datos no mostrados). 

 

Los productos de PCR son sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 

2% con objeto de confirmar la presencia de los fragmentos amplificados.  

 

Digestión con la enzima de restricción. 

 

Digestión de los productos amplificados con la enzima de restricción Infl..  

 

La enzima de restricción Hinfl, es purificada de Haemophilus aegyptius, esta 

enzima reconoce la secuencia 5’-GG / CC-3’. 

 

Análisis del polimorfismo del gen . 

 

1. Adicionar en un tubo de 2mL 

 

a. De la reacción de PCR 20 l. 
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b. Enzima Hinfl (0.03 l) 

c. Buffer específico de la enzima (2.5 l) 

d. Agua (2.47 l) 

 

Para que la enzima empiece a digerir los fragmentos de DNA requiere condiciones 

de temperatura adecuadas, por lo tanto, después de adicionar a cada tubo lo 

arriba mencionado las muestras se colocan en un baño a 37° C por dos horas. 

Concluido el tiempo de digestión los productos de esta se someten a electroforesis 

en gel de agarosa al 4% con objeto de observar la presencia de los fragmentos 

digeridos. El fragmento original de la reacción de PCR mide 198 bp, cuando la 

enzima digiere genera dos fragmentos uno de 175 pb y otro de 23 pb, este último 

generalmente no se observa. Con este patrón de bandas sobre el gel se tipifican 

las muestras en homocigotos sin sitio de corte (AA), en heterocigotos (AG) y 

homocigotos con sitio de corte (GG).  

Para confirmar que los amplicones corresponden a la región de interés, se realizó 

la secuenciación automatizada de DNA al momento de la estandarización de la 

técnica. 

De acuerdo con la presencia del polimorfismo se hicieron tres grupos: 

homocigotos sin polimorfismo (CC), heterocigoto (TC) y  homocigotos con 

polimorfismo (TT). 

(Figuras 2 y 3). 
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2.9  DEFINICION DE VARIABLES. 

 

1. Ácido fólico:  es una forma de folato, vitamina.  Variable cuantitativa 

contínua. 

2. Homocisteína:  es un ácido amino sulfúrico.  Variable cuantitativa 

contínua. 

3. Polimorfismo del gen C677T de la metiltetrahidroxifolato:  Variable 

cualitativa nominal, dicotómica: si existe o no existe. 

4. Sexo:  género designado como femenino o masculino.  Variable 

cualitativa nominal, dicotómica. 

5. Peso:  es la unidad en gramos que se registra al valorar la masa 

corporal.  Variable cuantitativa contínua. 

6. Edad gestacional:  determinación del tiempo de duración de la 

gestación, número obtenido a través de la fecha de la última 

menstruación en caso de ser conocida y confiable; o bien por 

valoración física al momento del nacimiento (Valoración de Capurro).  

Variable cuantitativa contínua. 

7. Patología materna:  condición materna presente durante el embarazo 

como preeclampsia-eclampsia, diabetes mellitus o gestacional, 

hipertiroidismo, etc.  Variable cualitativa nominal, dicotómica: sí 

presente, no ausente. 

 

Variable predictora: 

Polimorfismo C677T del gen de la MTHFR. 

 

Variable de desenlace: 

Homocisteínemia 
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2.10  ANALISIS ESTADISTICO. 

 

Se describió la población demográfica. 

Se obtuvieron las medidas de tendencia central y de dispersión: 

1) Las variables cuantitativas continuas (homocisteína, peso, talla, edad 

gestacional): promedio y desviación estándar. 

2) Las variables ordinales (Apgar, Silverman): mediana. 

3) Las variables cualitativas nominales (sexo, vía de nacimiento): 

frecuencias, tasas o porcentajes. 

Para analizar las diferencias entre los grupos CC, CT y TT se realizó una 

Prueba de Kruskal-Wallis, por tener una distribución anormal, con una 

Curtosis de 0.695 y un Sesgo de 0.936. 
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2.11 ASPECTOS ETICOS. 

 

La investigación se considero sin riesgo para los pacientes. 

Se solicito autorización por escrito, se anexa carta de participación voluntaria 

(anexo1).  
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CAPITULO III:  RESULTADOS 

 

Se incluyeron 119 recién nacidos, de los cuales 13 se eliminaron por  existir 

problemas técnicos con las muestras, quedando un total de 106 que fueron 

incluídos en el análisis.  La presencia del polimorfismo se presentó con la 

siguiente distribución: homocigotos sin polimorfismo (silvestres CC) 19 pacientes 

(17.9%), heterocigotos (CT) 53 pacientes (50%) y homocigotos con polimorfismo 

(mutados TT) 34 pacientes (32%).  Las frecuencias alélicas fueron de C 91 (43%) 

y T 121 (57%).  Las frecuencias genotípicas y alélicas se muestran en el cuadro I. 

 

Las características generales de la población estudiada se describen en el cuadro 

II. 

 

El promedio de la edad materna fue de 26.7 años (14 - 44 ± 8.2).   Las madres 

recibieron suplemento de ácido fólico en 83 casos (78.3%) siendo el mes de inicio 

del suplemento desde 8 meses pregestacionales hasta el 7° mes de embarazo, y 

el mes en que se suspendió el suplemento fue desde el inicio del embarazo hasta 

el término del mismo, en promedio a los 6.2 ± 3.7 meses.  La suplementación que 

recibieron fue de 400 a 5000  µgr con un promedio de 818 ± 1174 µgr.  La vía de 

nacimiento fue en 38 pacientes (35.8%) eutocia, en 2 (1.9%) distocia y cesárea en 

66 (62.3%).   

 

Los recién nacidos correspondieron al sexo femenino en el 54.7%. (n=58)  y al 

sexo masculino 45.3% (n=48).  La media del Apgar al minuto fue 8 (7-9) y a los 5 

minutos 9 (8-10), del Silverman-Anderson 2 (1-3).  95 de los recién nacidos 

(89.6%) fueron eutróficos. 7 hipotróficos (6.6%) y 4 hipertróficos (3.8%). 

 

Los niveles de homocisteína se muestran en el cuadro III. 
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Se realizó una Prueba de Kruskal-Wallis para comparar entre los tres grupos si 

existía o no diferencia entre los niveles de homocisteína, el peso de los recién 

nacidos, la cantidad de ácido fólico ingerido y no hubo diferencias significativas 

Con el programa Sigma Stat se realizó un prueba de poder con el propósito de 

observar si incrementando la muestra se podrían observar diferencias y el estudio 

mostró un poder del 95%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 31 

CAPITULO IV:  DISCUSION 

 

En este estudio se encontró una mayor frecuencia de  heterocigotos C677T de la 

MTHFR que coincide con lo reportado por González-Herrera en población 

indígena mexicana.30 La frecuencia alélica para este polimorfismo corresponde a 

57%, similar a la encontrada en estudios realizados previamente en población 

mexicana, este frecuencia es muy elevada considerando que en una población 

africana y afro-americana se reportan cifras de 10%.31 También coincide con la 

incidencia reportada por Mutchinick2 quién encontró una prevalencia del genotipo 

TT de 34.8% con una frecuencia alélica de 0.58% 

 

Los niveles de homocisteína fueron más elevados que los reportados por 

Hongsprabhas y cols32 que fueron de 3.8 ± 0.3 µM  en recién nacidos pretérmino y 

6.1 ± 1.3 µM de término; sin embargo estos estudios no lo relacionan con la 

presencia del polimorfismo.  

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron similares a los reportados 

por Minet JC en Alemania, en población sajona en 60 recién nacidos, quienes 

reportaron niveles de 10.4 ±  3.4  µml/l.33 

 

El estudio no mostró significancia en cuanto a la presencia del polimorfismo y los 

niveles de homocisteína; así como tampoco diferencia de los niveles de 

homocisteína con relación al antecedente de administración de ácido fólico. 

 

Existen otros polimorfismos que intervienen en el metabolismo del ácido fólico, 

como MTHFR 1298, MTR 275, MTRR 27566, MTRR 66 y SHMTI 1420, por lo que 

la presencia del MTHFR C677T no obligadamente es el “único responsable”  de la 

hiperhomocisteinemia.   Tampoco la ingesta de ácido fólico  ha mostrado un 

cambio en los niveles de homocisteína.  
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Los resultados indican una alta prevalencia de la mutación C677T, en recién 

nacidos de término eutróficos mexicanos, sin relación a los niveles de 

homocisteína. 

 

La suplementación de ácido fólico se estableció como Norma Oficial Mexicana 

desde 1992, para la prevención de defectos del tubo neural, indicándose previa a 

la concepción tres meses y durante el primer trimestre postconcepcional.34  Llama 

la atención que en este grupo de estudio, el suplemento se dio en la mayoría de 

los casos tardíamente, probablemente se debe a un control prenatal de inicio 

posterior y al desconocimiento por parte de la pacientes de la necesidad de dicho 

suplemento previo a la concepción.  Por otro lado las dosis administradas no 

siempre fueron las recomendadas de 400 µcg/día; por lo que se considera que el 

personal que atiende  a las pacientes durante el control prenatal requiere de 

conocer la importancia de una dosis adecuada y del tiempo que debe de 

prescribirse. Aquellas mujeres con antecedentes de embarazos previos afectados 

con defectos de tubo neural se recomienda una dosis de 4 mg de ácido fólico al 

día preconcepcionalmente, para reducir el riesgo de recurrencia. 

   

Reconociendo el alto riesgo de mujeres embarazadas para alteraciones 

vasculares y defectos congénitos, se hace importante establecer un posterior 

seguimiento neonatal y comportamiento clínico en relación a niveles de 

homocisteína y del polimorfismo de la mutación C677T de la MTHFR para 

establecer en un futuro una posible relación con morbilidad neonatal.  La intención 

es generar un estudio predictivo y preventivo de los casos de homocigotos a 

través de la dieta o la suplementación con ácido fólico que los proteja durante el 

desarrollo. 

 

Por otro lado es importante el comentario de O´Callaghan,35    quién menciona 

que después de un estudio a 3680 pacientes por dos años con ácido fólico y 

vitaminas, disminuyeron los niveles de homocisteína, pero no el rango de eventos 

vasculares a futuro.  Al igual que la Heart Outcome Prevention Evaluation trató 
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5,522 pacientes con enfermedad vascular o diabetes con una combinación de 

ácido fólico, vitamina B 12 y vitamina B6 o placebo por 5 años.  Hubo diferencia 

significativa en los niveles de homocisteína; pero no hubo significancia de en la 

composición  y puntos del infarto del miocardio,  choque o muerte por enfermedad 

cardiovascular. 
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ANEXO 1 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION 

VOLUNTARIA 

 

En el Instituto Nacional de Perinatología se está llevando a cabo un estudio denominado:   “Determinación 

de homocisteína en recién nacidos de término y su asociación con el polimorfismo C677T del gen de la 

mutilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)”, los investigadores principales son: el  Dr. Ricardo Juan 

García Cavazos,  la Dra. Leyla María Arroyo Cabrales y el  Dr. Sergio Alberto Cuevas Covarrubias.  

El estudio pretende determinar la concentración de homocisteína y una mutación genética en recién nacidos 

de término tomando muestras de sangre de cordón umbilical, la toma de muestras se llevará a cabo sin tener 

contacto con su recién nacido.   

POTENCIALES RIESGOS: El trabajo de investigación no implica riesgos adicionales. 

POTENCIALES BENEFICIOS: Conocer los niveles de homocisteína y la presencia o no de la mutación 

genética. 

Declaro que estoy de acuerdo en participar en este estudio cuyos objetivos, procedimientos, beneficios y 
daños potenciales se me han explicado detalladamente, asimismo he tenido la libertad de hacer las preguntas 
necesarias para aclarar mis dudas.  Los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar 
cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no hubiese expresado  o surja durante  el 
desarrollo de la investigación. Se me ha manifestado que puedo  retirar mi consentimiento de participar en 
cualquier momento sin que esto signifique que la atención médica que se me proporciona se vea afectada 
por este hecho. 

Se me ha informado que el participar en este estudio no repercutirá en el costo de la atención médica que se 

me deba brindar y que toda información que se otorgue sobre mi identidad y participación será confidencial, 

excepto cuando yo lo autorice. 

Para los fines que se estime conveniente firmo la presente  junto al investigador que me informó y dos testigos 

conservando una copia del documento.   

  

México D.F., a__de_______________del  2005. 

 

AUTORIZACIÓN:                                                           Nombre________________________________ 

                                                                                         Firma__________________________________ 

 

TESTIGOS: 

Nombre________________________________               Nombre________________________________ 

Firma__________________________________               Firma__________________________________      
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ANEXO 2 

 

 

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS 

 

Nombre:_____________________ 
Registro:_____________________ 

Fecha de nacimiento:__________ 

Hora de Nacimiento:__________ 
 

Sexo:_____                                   Peso:______g                                      Talla:____cm 

Edad Gestacional:____semanas                  Clasificación de acuerdo a 

peso:__________ 

Vía de nacimiento:_________ Apgar: 1x’___5’___ Silverman:____ 

Embarazo complicado: si______ no______ especifique________________________ 

 

Edad materna:_____años  Patología materna:  si_____  no_____  

especifique_________ 

Suplementación con ácido fólico: dosis_________ inicio___________ 

término__________ 

 

Fecha y hora de recolección de muestra:__/__/__     _____Hs 
 

Niveles séricos:   Homocisteína: ________mol/L                

                       

Presencia del Polimorfismo:___________________________ 

 

Servicio:_______________ 

Fecha de alta:__/__/__ 
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CUADROS 

 

CUADRO I.  FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS. 

 

 

   Frecuencia genotípica (%) 

     CC            CT            TT  

 Frecuencia alélica (%) 

        C              T 

Población n=106 19 (17.9)     53 (50)     34 (32)     91 (43)     121 (57)    

 

CC:  Homocigotos silvestres. 

CT:  Heterocigotos. 

TT:  Homocigotos mutados. 

C:  Alelo silvestre. 

T:  Alelo mutado. 
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CUADRO II.  Características generales de la población. 

 

 

 

Variable Mínima Máxima X D.S. 

Peso (g) 1700 4610 3035 443 

Talla (cm) 42 54 49.38 1.93 

PC (cm) 30.5 40.5 35 1.5 

EG 

(semanas) 

37.0 41.2 38.6 1.1 

 

x:  media 

D.S.:  Desviación estándar. 

g:  gramos. 

cm:  centímetros.  

PC:  perímetro cefálico 

EG:  edad gestacional 
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CUADRO III.  Niveles de homocisteína en los grupos. 

 

 

Grupo/n=106 

Homocisteína 

(µmol/L) 

frecuencia X D.S. mínima máxima 

Homocigotos 

silvestres CC 

19 5.47 2.36 1.88 10.78 

Heterocigotos 

CT 

53 6.56 3.78 2.32 19.96 

Homocigotos 

mutados TT 

34 6.47 3.83 1.99 16.61 

Total 106 6.34 3.58 1.88 19.96 
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FIGURAS 

 

 

Figura 1.  La producción de homocisteína en el metabolismo de la metionina 

y la implicación de la MTHFR.  Las líneas obscuras representan los puntos 

en los cuales los defectos genéticos en la enzima o en la biosisntesis de 

cofactores se conoce causan elevación de la homocisteína. 
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Figura 2.  Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA de muestras de 

recién nacidos.  Imagen representativa para evaluar presencia e integridad 

de DNA.   
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Figura 3.  Electroforesis en gel de agarosa al 4%, en donde se indican las 

bandas que reflejan la digestión del producto de PCR (198 pares de bases) y 

su posterior tipificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        CC      CT        TT       TT         CT       TT      CT                      

 

CC:  Homocigoto silvestre 

CT:  Heterocigoto 

TT:  Homocigoto mutado 

pb:  Pares de baes 

 

 

 

 

Marcador de 
peso molecular 

 
= 175 pb 
=  23  pb 
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