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RESUMEN

Introduccion: La hiperhomocisteinemia y la presencia del polimorfismo C677T
del gen de la 5,10, metiltetrahidrofolato reductasa (MTHF), se ha relacionado con
dafo vascular, asociado con patologias obstétricas, asi como defectos de tubo
neural y restriccion en el crecimiento intrauterino. El objetivo del estudio es
obtener de recién nacidos de término eutroficos valores de homocisteina que
permitan establecer cifras de referencia para identificar posteriormente grupos de
riesgo materno-fetales, que permitan realizar  estrategias de intervencion
temprana que limiten el dafio de patologias que se asocien a alteraciones en las
concentraciones de homocisteina y presencia del polimorfismo en la etapa
neonatal.

Material y métodos: Se realizd un estudio observacional, transversal, descriptivo
en donde se seleccionaron RNTE hijos de madre sin patologia obstétrica, se tomd
muestra de sangre cordén umbilical y se analizé mediante el sistema IMx® de la
division de diagnostico Abbott que es un inmunoanalisis de polarizacion de
fluorescencia para determinacién cuantitativa de homocisteina, el polimorfismo se
obtuvo por extraccion de ADN por técnica de DTAB/CTAB y cuantificacion por
espectrometria y amplificacion por reaccion de cadena de polimerasa. Se
realizaron medidas de tendencia central y de dispersion, asi como promedios y
desviacion estandar.

Resultados: Se captaron 45 recién nacidos, de estos pacientes las madres 2
(4.4%) no recibieron suplemento con acido folico, 19 (42.2%) recibieron 400
pcg/dia, 1 (2.2%) 5.0 mg/dia y 23 (51.1%) 800 pcg/dia. En promedio iniciaron este
suplemento al tercer mes de embarazo

Homocigotos con polimorfismo 11 RN (24.%), heterocigotos 25 RN (56.0%) y
homocigotos sin polimorfismo 9 RN (20.0%).

La prevalencia de la mutacién alelica se determin6 en un 52% del alelo mutado,
contra el 48% del alelo silvestre normal.

En cuanto a los niveles de homocisteina tenemos una media de 8.87umolll.

Se realiz6 prueba de Chi cuadrada (x°) para comparar los grupos de acuerdo al
polimorfismo y los niveles de homocisteina encontrandose una p= 0.476.

Se realiz6 prueba de Chi cuadrada (x°) para comparar los niveles de homocisteina
y el suplemento de acido folico encontrandose una p= 0.347.

Conclusiones: Los resultados indican una alta prevalencia de la mutacion, en
recién nacidos de termino eutréficos mexicanos, sin relacion en cuanto a los
niveles de homocisteina. Reconociendo el alto riesgo en mujeres embarazadas
para alteraciones vasculares y defectos congénitos, se hace importante establecer
un posterior seguimiento neonatal y comportamiento clinico en relacién a niveles
de homocisteina y del polimorfismo de la mutacién C677T de la MTHFR para
establecer en un futuro su posible relacion con morbilidad perinatal.

PALABRAS GUIA: homocisteina, polimorfismo, recién nacido de termino.



INTRODUCCION

En afos recientes diversos grupos han propuesto que los niveles
elevados de homocisteina en plasma son un factor de riesgo para enfermedad
vascular periférica y enfermedad coronaria y durante el embarazo quiza estan
asociados con alteraciones en la funcion vascular de la placenta, lo cual lleva
a riesgo de preeclampsia, abortos y otras complicaciones del embarazo.
También se han observado niveles elevados de homocisteina en plasma
materno y en liquido amnidtico durante embarazos complicados con fetos
afectados con defectos del tubo neural.’?

La homocisteina es un acido amino sulfdrico cuyo metabolismo inicia
en la interseccién de dos vias: la remetilacion a metionina, que requiere folato
y vitamina B12 y la transulfuracion a cistationina, la que requiere piridoxal-5-
fosfato. Las dos vias son coordinadas por S- adenosilmetionina, que actta
como un inhibidor alostérico de la reaccion de la metiltetrahidrofolato
reductasa MTHFR y como activador de la cistationa B-sintetasa.’

Los niveles de homocisteina en plasma se mantienen en limites bajos
por la funcion de tres enzimas que requieren vitaminas como cofactores. El
folato es un cofactor para dos enzimas: metionina sintentasa y 5,10-
metiltetrahidrofolato como el grupo metilo donador, la metionina sintetasa
cataliza la remetilacion de homocisteina a metionina. La enzima MTHFR es
necesaria para convertir la 5,10 metilenotetrahidroxifolato a 5-
metiltetrahidroxifolato. La tercera enzima la cistionina B-sintetasa, que
requiere vitamina B6 como un cofactor, remueve la homocisteina para
convertirla en cistationina, predominantemente en 6rganos catabdlicos tales
como el higado.*®

El metabolismo de la homocisteina también es influenciado por
variantes génicas de las enzimas, en especial la variante termolabil C677T de
MTHFR, que causa reduccion en la actividad enzimatica. Del 5 al 20% de la
poblacién normal es homocigota para esta variante en ella se produce
elevacion rapida de las concentraciones de homocisteina en plasma vy
concentraciones de folato disminuidas en comparacion con los heterocigotos o
la poblacion sin la mutacion. Se ha demostrado la interrelacion entre el




genotipo de la MTHFR vy el estado nutricional de los folatos. Cuando las
concentraciones de folato eran altas, los niveles plasmaticos de homocisteina
eran bajos y no existia relacién con el genotipo de la MTHFR. Sin embargo
cuando la concentracién de folatos era baja, los niveles plasmaticos de
homocisteina eran mas altos en los homocigotos de la mutacion C677T que
en aquellos con genotipo normal, con esto se puede concluir que la expresion
fenotipica de los genotipos de la MTHFR es dependiente de la disponibilidad
de folatos.*

Un polimorfismo del gen de la MTHFR se debe a la substitucion de
citosina por timina en el nucledtido 677 y causa un cambio del aminoacido de
alanina por valina en la posicion 222 de la proteina. sin embargo, aumentar la
ingesta de acido folico compensa la reduccion de la actividad de la MTHFR,
generando inestabilidad por termolabilidad y dando como resultado
concentraciones anormales de homocisteina.>®

En un estudio realizado por Mutchinik se reporté, que la mutacion del
gen de la MTHFR vy la presencia de homocigotos para esta mutacion tiene una
muy alta prevalencia en la poblacién mexicana, siendo la mas alta reportada,
con una frecuencia en el gen para el alelo mutante de 0.586 y prevalencia
para el homocigoto de 34.8%. De acuerdo a los hallazgos en dicho estudio,
casi 1 de cada 3 individuos en la poblacion mexicana tiene la variante
termolabil de la enzima.’

La fisiopatogenia del dafio provocado por la mutacion C677T del gen de
la MTHFR y la hipernomocisteinemia ha sido relacionada con dafio vascular.
Desde 1969 McCully la postuld como responsable de aterosclerosis. Las
primeras investigaciones sobre la importancia de la alteracion fueron descritas
en 1976 relacionadas con problemas de coronopatias. **

Los mecanismos de alteracion de vasos sanguineos han logrado
determinar que la hiperhomocisteinemia actia directamente en las paredes
de los vasos sanguineos ocasionando dafio endotelial. Esto provoca fibrosis
vascular y alteraciones funcionales endoteliales. Las células endoteliales se
vacuolizan y se descaman por lo tanto se expone la capa subendotelial a la
activacion de la trombogénesis. La mutacién C677T del gen de la MTHFR




provoca inactividad de esta enzima alterando el metabolismo de los folatos y
el adecuado funcionamiento del metabolismo de la homocisteina, lo cual
origina hiperhomocisteinemia.'>

Se han descrito multiples asociaciones entre patologias obstétricas y la
mutacién C677T del gen de la MTHFR, asi como con hiperhomocisteinemia.
Entre estas patologias se pueden mencionar la enfermedad hipertensiva
inducida por el embarazo, desprendimiento prematuro de placenta
normoinserta, defectos de tubo neural, restriccion en el crecimiento
intrauterino y perdida gestacional recurrente.®®

Se ha reconocido una alta prevalencia en México de la mutacion C677T
del gen de la MTHFR que interviene en el metabolismo de la homocisteina y
acido folico asociada principalmente a defectos congénitos, alteraciones
vasculares y perdidas fetales. Los diversos estudios realizados hasta el
momento han sido en mujeres embarazadas, por lo anterior se considerod
importante conocer los niveles séricos normales en recién nacidos sanos
mexicanos y su asociacion con la identificacion de la mutacion C677T, para
generar protocolos de estudio genético orientados a dar respuesta a defectos
congénitos fdlico dependientes y complicaciones perinatales, ademas de
crear una plataforma para un posterior seguimiento neonatal vy
comportamiento clinico en relacion a niveles de homocisteina y del
polimorfismo de la mutacion C677T de la MTHFR.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha reconocido una alta prevalencia en México de la mutacién C677T
del gen de la metiltetrahidrofolato reductasa MTHFR que interviene en el
metabolismo de la homocisteina y acido folico asociada principalmente a
defectos congénitos, alteraciones vasculares y perdidas fetales. Los diversos
estudios realizados hasta el momento han sido en mujeres embarazadas, por
lo anterior se considera importante conocer los niveles séricos normales en
recién nacidos sanos mexicanos y su asociacion con la identificacion de la
mutacién C677T, para generar protocolos de estudio genéticos orientados a
dar respuesta a defectos congénitos folico dependientes y complicaciones
perinatales, ademas de crear una plataforma para un posterior seguimiento
neonatal y comportamiento clinico con relacién a niveles de homocisteina y
del polimorfismo de la mutacion C677T de la MTHFR.



JUSTIFICACION

Se cuenta con poca informacion de los valores de homocisteina en recién
nacidos de termino y en especial en nifios mexicanos no existe informacion, por
la prevalencia del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR en la poblacion
mexicana y su papel en el metabolismo del acido félico y la homocisteina, es
importante conocer sus valores y para establecer en un futuro su posible
relacion con morbilidad perinatal.



OBJETIVO GENERAL

Obtener la concentracion de homocisteina y el polimorfismo C677T del gen
de la MTHFR en recién nacidos de término eutroficos en sangre de cordon
umbilical.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer la relacion de los valores obtenidos de homocisteina con el
polimorfismo C677T del gen de la de la MTHFR en recién nacidos de termino
eutroficos.
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HIPOTESIS

H. Los recién nacidos de termino que se identifiquen con el polimorfismo
C677T del gen dela MTHFR presentaran niveles mas elevados de homocisteina
que los que no lo presenten

Ha. Los recién nacidos de termino que presenten el polimorfismo no
presentaran diferencias en los niveles de homocisteina que los que no lo
presenten

12



MATERIAL Y METODOS

El universo del estudio lo constituyeron recién nacidos de término eutréficos
sin malformaciones congénitas mayores, nacidos en la unidad tocoquirdrgica del
Instituto Nacional de Perinatologia, hijos de madres sin patologia obstétrica , en el
periodo comprendido del 1° de enero al 30 de Julio del 2004 .

Se excluyeron recién nacidos en quienes no se obtuvo el consentimiento
informado por parte de los padres, y se eliminaron aquellos a los cuales las
muestras no se procesaron con las especificaciones requeridas.

A los recien nacidos seleccionados se les tomd las muestra del cordon
umbilical, éstas fueron tomadas por residentes del servicio de Neonatologia de
las 10:00 del dia domingo hasta las 10:00 hrs. del dia viernes, las nuestras se
procesaron antes de 24 horas, de lo contrario permanecieron refrigeradas a 4°C .
Se tomaron dos tubos: uno con tapén morado con anticoagulante (EDTA) de 2 ml
y otro con tapon rojo sin heparina de 5 ml. Se enviaron al laboratorio de
Biomédica , donde se procesaron en el sistema IMx® de Abbott diagnostics para
determinacion de la concentracién de  homocisteina.

Descripcion de técnica de procesamiento de la muestra:

Para el procesamiento de las muestras se utilizd el sistema IMx® de la division de
diagnodstico Abbott, el cual utiliza el inmunoensayo de polarizacion fluorescente
(FPIA) que combina dos tecnologias para determinar la concentracion analitica: la
uniéon competitiva a las proteinas y la polarizacion fluorescente. La substancia a
analizar proveniente de la muestra (L-homocisteina) compite con la substancia a
analizar ligada al trazador por los puntos de unién de los anticuerpos especificos.

Los reactivos IMx® homocisteina y la muestra se dispensan en el cartucho de
muestra FPIA en el orden siguiente:

- El sistema sondal/electrodo dispensa la muestra, la soluciéon de
pretratamiento, las enzimas y el tampén de dilucion FPIA en el pocillo de
predilucion del cartucho de muestra.



- La solucion de pretratamiento reduce la homocistina presente en el suero
a una forma quimica, la homocisteina.

- Las enzimas transforman la homocisteina en S-adenosil-L-homocisteina
(SAH).

- Una alicuota de la mezcla de predilucion, anticuerpo y el tampdn de
dilucién FPIA, se dispensan en la cubeta y el sistema optico FPIA mide la
intensidad de fondo.

- La SAH y el trazador marcado con fluoresceina compiten por los sitios de
union de las moléculas del anticuerpo monoclonal.

- La intensidad de la luz polarizada fluorescente se mide con el sistema
oOptico FPIA.

Preparacion de la muestra:

- Se pueden utilizar muestras de suero 6 plasma(colectadas con EDTA
tripotasico o heparina de litio), en este estudio se utilizaron muestras de suero.

- Debido a que la sintesis de la homocisteina sigue realizandose en los
eritrocitos tras la recoleccién de las muestras, es importante centrifugar y separar
las células del suero 6 del plasma. Las muestras se pueden almacenar a 4°C
hasta 6 Hs antes de la separacién por centrifugacion.

- Si el ensayo se realizd en las 2 semanas siguientes a la toma de las
muestras, estas se almacenaron entre 2° C y 8° C: si el ensayo se retrasé mas de
2 semanas, las muestras se congelaron a -20°C. Las muestras se mantienen
estables durante 8 meses congeladas a la temperatura mencionada.

- El volumen de muestra minimo necesaria que se requirio fue de 50ul.

- Los resultados se reportaron en umol/l, los valores de referencia varian de
laboratorio a laboratorio, edad, sexo, zona geografica y factores genéticos, aunque
en la mayoria se aceptan valores entre 5 y 15 umol/l.

Identificacion del polimorfismo de la mutacion C677T:

» Extraccion de ADN por técnica con DTAB/CTAB.
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+ Cuantificacion del ADN por espectrofotometria y electroforesis en gel de
agarosa al 1%

« Amplificacion por reaccion en cadena de polimerasa (PCR) de un producto
de 198 pares de bases, con oligonucledtidos especificos.

* Digestion de la enzima de restriccion Infl de los productos amplificados por
PCR.

Resultados:

+ La presencia de la mutacion genera un sitio de corte en la posicion 677,
produciendo dos fragmentos de 175 y 23 pares de bases.

e La ausencia de la mutacion no genera sitios de corte, con lo que los
fragmentos de PCR permanecen de 198 pares de bases.

Se disefio una hoja de captura de datos para la recoleccion de la informacion la
cual posteriormente fue transferida a una base de datos en el programa de
computo SPSS para Windows version 11.0.

Se realizaron medidas de tendencia central y de dispersion.

Para las variables cuantitativas continuas (homocisteina, peso, talla, edad
gestacional): promedio y desviacion estandar.

Para las variables ordinales (Apgar, Silverman): mediana.
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RESULTADOS

Se captaron en este estudio 45 recién nacidos de termino eutréficos que
cumplieron los requisitos de inclusién.Las caracteristicas de esta poblacién las
podemos observar en las tablas 1y 2.

Las madres fueron suplementadas con acido folico durante el embarazo
recibiendo dosis de 0.4mg, 0.8mg y 5.0 mg, en promedio iniciaron este
suplemento al tercer mes de embarazo y se término al noveno mes, con 5 madres
que iniciaron suplemento preconcepcional, 2 de las madres no recibieron
suplementacioén de acido folico.

De acuerdo a la presencia o no del polimorfismo se hicieron tres grupos:
Homocigotos (CC) sin la mutacion 9 recién nacidos, correspondiente a 20%
Heterocigotos (CT) 25, homocigotos con la mutacion (TT) 11. Grafico 1

La prevalencia de la mutacion alelica se determiné en un 52% del alelo mutado,
contra el 48% del alelo silvestre normal. Grafica 2

De los niveles de homocisteina tenemos los valores generales de cada
uno de los grupos, el promedio mas elevado lo encontramos en el grupo de
homocigotos con el polimorfismo(10.08 umol/l) y el de menor valor(6.58 umol/l) en
los homocigotos sin polimorfismo.Tabla3 y gréafica 3

Se realizé prueba de Chi cuadrada (x°) para comparar los grupos de acuerdo al
polimorfismo y los niveles de homocisteina encontrandose una p= 0.469,
resultando no significativa.

Se realizo prueba de Chi cuadrada (xz) para comparar los niveles de homocisteina
y el suplemento de acido félico encontrandose una p= 0.352, resultando no
significativa.



DISCUSION

La suplementacion de acido folico se establecid como norma desde 1992, para la
prevencion de defectos de tubo neural, indicandose previa a la concepcién y
durante el primer trimestre postconcepcional.’®'" Llama la atencién que en este
grupo de estudio, el suplemento se dio en la mayoria de los casos tardiamente,
probablemente se debe a un control prenatal de inicio posterior y al
desconocimiento por parte de las pacientes de la necesidad de dicho suplemento
previo a la concepcién. Por otro lado, las dosis administradas no siempre fueron
las recomendadas de 800 pcg/dia, ' 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.

En esta muestra se encontré una mayor frecuencia del genotipo de la
MTHFR en heterocigotos con 55.8% que coincide con reportada por Gonzalez-
Herrera en poblacion indigena mexicana,” y la frecuencia alelica fue de 51.1%
valores aproximados a los estudios realizados previamente en poblacion
mexicana, muy elevada considerando que en poblacion africana y afro-americana
se reportan cifras de 10%."

En cuanto a los niveles de homocisteina, se encontraon similares a los reportada
por Minet '? en Alemania, en poblacion sajona en 60 recién nacidos de 10.4 + 3.4
pmol/l; por lo que con los resultados de este estudio, pese a lo referido de mayor
prevalencia del polimorfismo y por ello considerar que encontrariamos valores
mas elevados de homocisteina, no se encontraron asi.

El estudio no mostré significancia en cuanto a la presencia del polimorfismo y los
niveles de homocisteina; Asi como tampoco diferencia de los niveles de
homocisteina con relacion al antecedente de administracion de acido félico.

Los resultados indican una alta prevalencia de la mutacion, en recién
nacidos de termino eutroficos mexicanos, sin relacion en cuanto a los niveles de
homocisteina. Reconociendo el alto riesgo en mujeres embarazadas para
alteraciones vasculares y defectos congénitos, se hace importante establecer un
posterior seguimiento neonatal y comportamiento clinico en relacion a niveles de
homocisteina y del polimorfismo de la mutacion C677T de la MTHFR para
establecer en un futuro su posible relacién con morbilidad perinatal, La intencién
es generar un estudio predictivo y preventivo de los casos de homocigotos a
través de la dieta y la suplementaciéon con acido félico que los proteja durante el
desarrollo.
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ANEXO

Tabla 1. Caracteristicas Demograficas de la Poblacion.

Variable Minimo Maximo Media Desviacion

n=45RN estandar
Edad materna (afnos) 14 42 25.6 7.5
Peso (grs) 2420 3630 3016 312
Talla (cm) 44 54 49.4 1.8
P. cefalico (cm) 32 37 35.1 0.9
Edad gestacional 37 411 39 1.2
(sem)

RN: recién nacidos.
grs: gramos

cm: centimetros.
sem: semanas.
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Tabla 2. Caracteristicas Demograficas de la Poblacion.

Variable Minimo Maximo Moda
n=45 RN
| Apgar al minuto 4 9 8
Apgar a los 8 9 9
minutos
Silverman 1 3 2
Anderson
Frecuencia %
Via de Nacimiento
Parto eutocico 24 53.3
Distocia 1 2.2
Cesarea 20 44 .4
Sexo
Femenino 30 66.7
Masculino 15 33.3

RN: recién nacidos
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Tabla 3. Niveles de homocisteina de acuerdo a genotipo.

Grupo/Niveles Minimo Maximo Media | Desviacion
(umol/l) estandard
Poblacion total (45) 2.87 29.89 8.87 519
Homocigotos sin 2.87 10.78 6.58 2.52
polimorfismo (9)
Heterocigotos (25) 3.74 29.89 9.15 6.05
Homocigotos con 4.41 16.61 10.08 435
polimorfismo (11)
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GRAFICO 1. Frecuencia Genotipica de la Metiltetrahidrofolatoreductasa
(MTHFR)

FRECUENCIA GENOTIPICA DE

MTHFR

__ 55%

¥

CC: Homocigoto sin mutacion=9 (21%)
TT: Homocigoto con mutacion= 11 (24%)
CT: Heterocigoto= 25 (55%)
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GRAFICO 2. FRECUENCIA ALELICA DEL POLIMORFISMO C677T DEL GEN
DE LA MTHFR

- [00.48%

AM: alelos mutados= 47 (52.0%)
AS: alelos silvestres= 43(48.0%)
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GRAFICO 3.Niveles de homocisteina (media) de acuerdo a genotipo.

NIVELES DE HOMOCISTEINA(MEDIA) DE ACUERDO A

cc cT h
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