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II. Introducción 
 
La Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) tiene un papel fundamental en el 

metabolismo de los folatos, así como en el de la homocisteína. Cataliza la 

reducción del 5, 10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, siendo esta 

última, la forma activa de los folatos que es requerida para la metilación de la 

homocisteína. De esta manera, se obtiene metionina a partir de homocisteína, 

que es sustrato para las reacciones de metilación del DNA. La deficiencia de 

esta enzima, está asociada al aumento de los niveles plasmáticos de 

homocisteína, que a su vez, se ha asociado a múltiples padecimientos como 

cáncer, aterosclerosis, malformaciones congénitas. El gen MTHFR codifica 

para esta enzima, en éste se ha descrito la variante C677T, y se asocia a la 

disminución en la actividad enzimática (de hasta un 70%) en homocigotos para 

la variante mutada. Esta variante ha sido ampliamente estudiada en muchos 

padecimientos,  en los cuales se ha buscado su asociación basándose en el 

efecto teratogénico de la homocisteína y  aquellos efectos relacionados con su 

metabolismo (oxidación), la alteración en la metilación del DNA, y a un nivel  

disminuido de folatos reducidos. Dentro de las malformaciones congénitas a las 

que se ha asociado este polimorfismo, se encuentra el labio hendido con o sin 

paladar hendido no sindrómico (L/PH), ya que puede tener una considerable 

contribución a la etiología de la enfermedad por lo mencionado anteriormente, 

teniendo en cuenta que se trata de una enfermedad multifactorial. Por otra 

parte, se ha establecido la asociación de múltiples genes en la etiología del  

L/PH no sindrómico como SHH, MSX1, BMP2 y TGFβ3, los cuales participan 

directamente en la formación del labio y el paladar, y que a su vez, pueden ser 

afectados directamente o en su producto proteico por los efectos relacionados 

sobretodo con el genotipo 677TT cuando existe una deficiencia de folatos. 

En el presente trabajo, como base de la parte experimental, se llevó a cabo una 

revisión sobre los efectos relacionados con la variante C677T, sus 

antecedentes históricos, su frecuencia en distintas poblaciones, el metabolismo 

y la contribución de los folatos, así como  el mecanismo molecular de la 

enzima; además, se incluyó una revisión especial sobre el L/PH. En la parte 

experimental, se determinó la frecuencia de la variante C677T del gen MTHFR 
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en 27 pacientes mexicanos con Labio/Paladar hendido no sindrómico y sus 

madres del HIMFG mediante la técnica de RFLP (con su respectivo análisis 

molecular).  

 

2.1. Planteamiento del problema. 

 

La determinación de polimorfismos y mutaciones asociados a ciertas 

enfermedades, puede contribuir a la elucidación en la etiología de las mismas, 

y ser una herramienta útil de diagnóstico en aquellos padecimientos que 

presentan una alta prevalencia, y finalmente, pueden ser de gran ayuda en el 

asesoramiento genético. Se ha descrito que  la prevalencia del polimorfismo 

C677T del gen MTHFR en la población mexicana es mayor que en otras 

poblaciones, y considerando que en México el estado nutricional deficiente de 

la mayoría de los individuos que acuden a consulta en los Hospitales que 

pertenecen al Sector Salud, existe un alto riesgo de que éstos presenten los 

efectos asociados a este polimorfismo. Este polimorfismo se ha asociado a un 

aumento en el riesgo de presentar diversas malformaciones congénitas, como 

es el caso del L/PH. Por su parte, el L/PH es una de las malformaciones 

congénitas más frecuentes en el país, ya que se presenta en 1 por cada 1000 

recién nacidos vivos, además de ser la anomalía congénita facial más 

frecuente y tener un gran impacto en la calidad de vida del paciente y la 

económica de los padres. Este padecimiento se caracteriza por ser 

multifactorial, ya que están involucrados una gran cantidad de genes que 

participan principalmente durante el desarrollo embrionario del labio y el 

paladar, así como también los factores ambientales proporcionados por la 

madre y/o el producto. Estos últimos, en presencia del polimorfismo C677T, 

pueden ser los altos niveles de homocisteína, la disminución de folatos 

reducidos y la disminución en la metilación del DNA, que se ha comprobado en 

estudios anteriores en la población mexicana.  
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2.2. Objetivos. 

 

• Determinar la prevalencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en 27 

pacientes diagnosticados con L/PH  y sus madres mediante la técnica 

RFLP. 

 

• Realizar el análisis de las frecuencias obtenidas y establecer si existe 

una relación estadísticamente significativa entre el genotipo y el fenotipo. 

 

• Establecer si existe una posible asociación entre los distintos genotipos 

determinados y el riesgo de tener un hijo con la patología, basándose en 

la prevalencia de este polimorfismo en la población general. 

 

2.3. Hipótesis. 

 

Considerando que el polimorfismo C677T del gen MTHFR está asociado a un 

aumento en el riesgo de presentar distintas malformaciones congénitas, que 

existe una alta frecuencia de éste en la población mexicana y el estado de 

desnutrición en la misma, se sugiere que la presencia del genotipo 677TT, 

sobre todo en las madres, esté asociado a que los hijos presenten L/PH, 

teniendo un impacto mayor en el fenotipo más severo.  
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Marco teórico 

 

3.1. Antecedentes 

 

La enzima dependiente del dinucleótido de  flavina-adenina (FAD), 5, 10-

metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), cataliza una reacción irreversible 

dependiente de NADPH que consiste en la reducción del 5, 10-

metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, el cual posteriormente sirve 

como donador de su grupo metilo en la metilación de la homocisteína para dar 

como producto a la metionina (Fig. 1); lo anterior, es dirigido por esta enzima a 

expensa de la biosíntesis de DNA y RNA [Bailey L.B, et al, 1999]. Esta enzima 

es un homodímero, y cada subunidad de aproximadamente 70 kDa contiene 

una región catalítica en el extremo amino y una región reguladora en el 

extremo carboxilo. La actividad de la MTHFR es inhibida de manera alostérica 

por la S-adenosilmetionina cuando se une al dominio del extremo carboxilo, sin 

embargo, se ha demostrado que la S-adenosilhomocisteína bloquea dicho 

efecto inhibitorio (sin alterar la actividad de la enzima), estableciendo que dicha 

inhibición depende de la relación S-adenosilmetionina / S-adenosilhomocisteína 

(tal vez como un mecanismo compensatorio en caso de su deficiencia) 

[Yamada K, et al, 2005]. 

 

 El gen que codifica para dicha enzima recibe el nombre de MTHFR, y su locus 

está en 1p36.3; su cDNA correspondiente tiene una longitud de 2.2 kb y está 

conformado por 11 exones. La importancia de esta enzima, así como del 

respectivo gen que la codifica,  

han tenido una trascendencia histórica, la cual se presenta a continuación. 
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Fig. 1. Vías metabólicas en las que está implicada la actividad de la MTHFR. Traducido de 
[Botto L.D, et al, 2000]. 
 
En 1972, Mudd y colaboradores describen un nuevo tipo de homocistinuria, 

caracterizada principalmente por manifestaciones neurológicas [Mudd S.H, 

1972]. Cabe mencionar, que hasta ese año, la mayoría de los pacientes 

estudiados con homocistinuria ligada a deficiencias metabólicas se debía a una 

deficiencia en la actividad de la cistationina β-sintetasa (que cataliza la 

condensación de la homocisteína con la serina para dar como producto a la 

cistationina que posteriormente da cisteína), así como a padecimientos 

genéticos que conllevan a una deficiencia de vitamina B12, siendo ésta un 

cofactor  de la metionina sintetasa [Mudd S.H, 1971]. Mediante ensayos 

enzimáticos y metabólicos in vitro realizados en fibroblastos, determinaron en 3 

pacientes que la homocistinuria no se debía a ninguna de las deficiencias 

mencionadas, ya que la actividad en las enzimas no estaba disminuida 

comparada con individuos no afectados. Dentro de estos ensayos, teniendo en 

cuenta que el 5-metiltetrahidrofolato es el donador de grupos metilo para formar 

la metionina en una reacción irreversible, decidieron determinar la actividad de 

la MTHFR [Donaldson K.O, et al, 1962];  la actividad enzimática fue 

determinada por la medición de la radioactividad del complejo formaldehído-

dimedona, formado por la oxidación del N5-metiltetrahidrofolato (con el grupo 

metilo marcado con C14) a formaldehído y tetrahidrofolato en presencia de 
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menadiona (como aceptor de electrones) mediante dicha enzima. Finalmente, 

obtuvieron como resultado una disminución en la actividad de la MTHFR, 

manifestándola como causa de la homocistinuria en esos pacientes. 

 

A partir de los resultados del trabajo anterior en el que se consideraron los 

diferentes  tipos de severidad neurológica en los tres pacientes estudiados 

(B.M, L.M. y C.P), siendo C.P. el que tenía un mayor deterioro y era 

proporcional a una menor actividad de la MTHFR en ausencia de FAD. 

Rosenblatt realizó otros experimentos con fibroblastos de los mismos pacientes 

estudiados por Mudd [Rosenblatt D.S, et al, 1977]. Los resultados obtenidos en 

cuanto a la actividad de la MTHFR, fueron similares a los obtenidos por Mudd, 

sin embargo, también determinó la actividad de esta enzima en los padres de 

los pacientes, obteniendo en ellos una actividad intermedia entre los pacientes 

y los controles, reportando que se trataba de un error innato del metabolismo 

de los folatos con un patrón de herencia autosómico recesivo. Rosenblatt, tras 

estandarizar un ensayo en cuyas condiciones encontró una actividad óptima de 

la MTHFR, estableció que dicha actividad es mucho menos estable a elevadas 

temperaturas en la ausencia de FAD, lo cual demostró la estabilidad 

proporcionada por este cofactor debido a la formación de un complejo con la 

enzima, lo cual también fue sugerido por otros autores [Donaldson K.O, et al, 

1962]. Tras incubar a 55°C en la presencia de una concentración adecuada de 

FAD, observó una inactivación parcial a los 30 minutos de la enzima en los 

fibroblastos de los controles, mientras que en los pacientes esta inactivación 

fue mucho más severa, sobretodo en el paciente descrito por Mudd con menor 

actividad enzimática (C.P), en la cual, la actividad fue drásticamente disminuida 

(Fig. 2). 

 

Rosenblatt concluyó que en los pacientes con menor actividad de la MTHFR, 

existían defectos estructurales debidos a mutaciones, que como consecuencia 

reducen la habilidad de esta enzima a unirse a FAD.  Posteriormente en 1992, 

Rosenblatt y colaboradores encontraron pacientes deficientes en la MTHFR 

que también presentaban deficiencias en la metionina sintetasa, aumentando la 

severidad en los padecimientos como consecuencia del aumento de la 
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homocisteína al tener deficientes ambas enzimas indispensables para la 

formación de la metionina [Rosenblatt D.S, et al, 1992]. 

 

 
 

Fig. 2. Actividad de la MTHFR después de incubar los fibroblastos durante 30 minutos a 55°C 
de los controles y pacientes. La actividad está dada por la producción de formaldehído por 
minuto. Modificado de la Ref. [Rosenblatt D.S, et al, 1977]. 
 
Por su parte, Kang y colaboradores en 1991 [Kang S, et al, 1991], encontraron 

una nueva variante de la MTHFR diferente a la que produce la deficiencia 

severa, caracterizada por la ausencia de los trastornos neurológicos descritos 

en los pacientes por los anteriores autores, y consistían en una actividad 

enzimática disminuida solamente en un 50% del valor normal, además de ser 

termolábil in vitro a una temperatura de 46°C, proponiendo de esta manera, 

que estaba relacionada con una heterocigosis. Debido a lo anterior, 

establecieron que la deficiencia en la MTHFR estaba asociada a diferentes 

variantes de la enzima termolábil, así como también reiteraron que el patrón de 

herencia de la deficiencia era de tipo recesivo. En último lugar, tomando en 

cuenta a que la variante termolábil está ligada al desarrollo de aterosclerosis en 

los pacientes, establecieron una relación positiva estadísticamente significativa 

entre la variante termolábil descrita por su grupo en linfocitos y el desarrollo de 

la enfermedad arterial coronaria estudiando 212 pacientes y 202 controles. 

 

Con el antecedente de la deficiencia de la MTHFR (con 20% de actividad 

residual en fibroblastos in vitro) como el error innato del metabolismo de los 

folatos mas común que conlleva a la hiperhomocisteinemia y homocistinuria, y 

su asociación con la enfermedad arterial coronaria descritas por Kang, Frosst y 

colaboradores, ellos  fueron pioneros en determinar la asociación del 
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polimorfismo C677T del gen MTHFR como factor de riesgo para desarrollar 

enfermedades vasculares, utilizando el método de secuenciación [Frosst P, et 

al, 1995]. Lo anterior revolucionó el estudio de las enfermedades asociadas a la 

deficiencia de la MTHFR, ya que a partir de Frosst (incluso muchos de los 

estudios realizados actualmente utilizan su metodología) se llevó a cabo el 

análisis molecular en lugar del enzimático, reduciendo costos y obteniendo 

resultados más certeros y confiables. El aislamiento del cDNA del gen que 

codifica para la MTHFR (denominado de la misma manera) los llevó a 

identificar nueve variantes en pacientes con una severa deficiencia enzimática 

a través de PCR y secuenciación [Goyette P, et al, 1994] (Fig. 3a). Dentro de 

las variantes halladas, se encuentra una de particular interés, en la cual ocurre 

un cambio de Citosina por Timina en la posición 677 (C677T) que produce un 

cambio de alanina por valina en la posición 222 de la secuencia de 

aminoácidos de dicha enzima y, que en la actualidad, es objeto de muchas 

investigaciones. Cabe mencionar que en la secuencia de DNA donde se 

encuentra dicho polimorfismo, determinaron que se genera un sitio de corte 

para la endonucleasa de restricción HinfI, lo cual permitió el análisis sencillo de 

este cambio (Fig. 3b); es importante aclarar que de los cambios encontrados en 

la secuencia del gen que codifica para esta enzima, el alelo C677T se obtuvo 

con una frecuencia del 35%, siendo el cambio más frecuente encontrado en la 

población estudiada. 

 

 
 

Fig. 3. Cambio en la secuencia en 677 (a) y genotipos posibles de acuerdo al corte realizado 
por la enzima de restricción HinfI (b). Obtenido de la Ref. [Frosst P, et al, 1995]. 

 

Retomando que con el estudio relacionado a enfermedades vasculares [Frosst 

P, et al, 1995], se estandarizaron las metodologías y se agruparon los 
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pacientes en 3 grupos: pacientes con la enzima termolábil (13), controles sanos 

con la enzima termolábil (7) y controles sanos con la enzima con actividad 

normal (20) y se determinó que la actividad de la MTHFR en homocigotos 

C677T fue del 30 % comparando con los sujetos homocigotos para el alelo 

677C, mientras que los heterocigotos tuvieron una actividad del 65%, 

representando un valor intermedio entre los homocigotos para el alelo mutado y 

silvestre; se determinó también que la actividad residual promedio de la enzima 

(después de inactivarse a 46°C durante 5 minutos) para los genotipos CC, CT y 

TT fue de 67 %, 56% y 22% respectivamente. Siendo así, correlaciona de 

manera formidable el genotipo con el fenotipo (actividad de la enzima), 

estableciendo a su vez la correlación de que el polimorfismo C677T tiene un 

gran impacto sobre la actividad enzimática de la MTHFR, lo cual fue 

confirmado cuando observaron que los niveles de homocisteína fueron 

estadísticamente mayores en los sujetos homocigotos para el alelo 677T en 

comparación con los homocigotos para 677C. Los resultados obtenidos se 

describen en la Tabla 1. 

 
Tabla 1. 

Correlación entre el genotipo del gen MTHFR y la actividad enzimática, actividad 
enzimática residual después de calentamiento y la concentración de homocisteína en 

plasma. Modificado de la Ref. [Frosst P, et al, 1995]. 
Parámetro Genotipo 

 CC 
n = 19 

CT 
n = 9 

TT 
n = 12 

Actividad específica 
(nmol CH2O/mg 

Prot/h) 

22.9 ± 1.7 
(11.8-33-8) 

15.0 ± 0.8 
(10.2-18.8) 

6.9 ± 0.6 
(2.6-10.2) 

Actividad residual 
después de calentar 

(%) 

66.8 ± 1.5 
(55-76) 

56.2 ± 2.8 
(41-67) 

21.8 ± 2.8 
(10-35) 

Homocisteína en 
plasma (µM) 

12.6 ± 1.1 
(7-21) 

13.8 ± 1.0 
(9.6-20) 

22.4 ± 2.9 
(9.6-42) 

 
Otra observación interesante, fue que encontraron una región de la MTHFR 

homóloga (que no incluye a la alanina) a una región que comprendía los 

aminoácidos del 130 al 149 de la dihidrofolato reductasa humana (DHFR) 

[Goyette P, et al, 1995], que contiene una tirosina en la posición 136, y se ha 

relacionado como sitio de unión del folato a la DHFR[Devles J.F, et al, 1990], 

establecieron que esta región también pudiera estar implicada en la unión del 

folato con la MTHFR y que con la unión del folato, esta enzima podría ser 

estabilizada, con la disminución de los niveles de homocisteína bajo la 
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influencia de los folatos. No obstante, los estudios realizados no encontraron 

una asociación estadísticamente significativa con el polimorfismo C677T y el 

riesgo de enfermedades vasculares en la población estudiada [Frosst P, et al, 

1995]. 

 

A partir de Frosst se comenzaron los estudios moleculares de esta enzima, en 

particular con el polimorfismo C677T y su asociación con numerosos 

padecimientos, así como con los niveles altos de homocisteína, los cuales son 

mayores significativamente en sujetos con baja concentración de folatos en su 

organismo [Ueland P.M, et al, 2001]. También se ha relacionado dicha variante 

con la disociación de FAD, lo que conlleva a los niveles altos de homocisteína, 

así como la participación de los folatos en dicha alteración [Ueland P.M, et al, 

2001]. Varios estudios sugieren que el estilo de vida no saludable (como el 

sedentarismo, tabaquismo y alcoholismo) interacciona con el genotipo TT, 

provocando un aumento adicional en los niveles de homocisteína [Ueland P.M, 

et al, 2001]. También se ha asociado el genotipo C677TT con una deficiente 

metilación del DNA en leucocitos debido a la menor cantidad disponible de 5-

metiltetrahidrofolato, indispensable para la síntesis de metionina que es clave 

para las reacciones de metilación del DNA [Stern L.L, et al, 2000]. 

 

En cuanto a enfermedades, se estableció que la relación entre éstas y el 

polimorfismo C677T estaba determinada  por aquellos padecimientos que 

ocasionaban un aumento en los niveles de homocisteína, donde el 

polimorfismo podía afectar el pronóstico; y, aquellas en las que el genotipo está 

asociado directamente al padecimiento, en donde el metabolismo de folatos y 

homocisteína esté afectado, lo cual, es de particular interés en el presente 

trabajo. Alguno de los padecimientos asociados son: falla renal, enfermedades 

cardiovasculares, cáncer, defectos congénitos, pérdida gestacional recurrente, 

trastornos neurológicos, entre otros [Ueland P.M, et al, 2001]. 

 

Actualmente, se establece que el gen MTHFR contiene 11 exones y 10 intrones 

(Fig. 4), se encuentra en el cromosoma 1 en el locus 1p36.3, tiene 9 transcritos 

diferentes de acuerdo al corte y empalme alternativo, codifica para 656 

residuos que conforman los monómeros de alrededor de 76 KDa y 28 
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variaciones de las cuales 14 son mutaciones  de sentido equivocado (en la que 

se incluye el polimorfismo C677T que se ubica en el exón 5 con #rs1801133 de 

identificación de SNP) de acuerdo al transcrito ENST00000376592 de 

Ensembl. Contiene 6 dominios, entre los cuales se encuentra un dominio de la 

superfamilia de las oxidorreductasas ligadas a FAD, y otro dominio que 

pertenece a la familia de proteínas que tienen a la actividad 

metilentetrahidrofolato reductasa, tanto de bacterias como de eucariontes  

[Ensembl – Genome Browser].  

 
 

 
 

Fig. 4. Representación del gen MTHFR (ENSG00000177000); UTR (untranslated region), 
región no traducida. Obtenido de www.ensembl.org.  
 

3.2. Frecuencia del polimorfismo C677T. 

 

Previo a continuar con lo que respecta a la prevalencia en la población y a su 

asociación con padecimientos, es importante establecer que a este cambio de 

bases se le denominará polimorfismo, ya que se ha encontrado en más del 1% 

de la población mundial, lo cual corresponde a la definición del mismo término, 

pese a que es una mutación de sentido equivocado.   

 

Debido a las múltiples asociaciones con este polimorfismo, se han realizado 

una gran cantidad de estudios en distintas poblaciones con el fin de conocer su 

frecuencia y, a su vez, establecer el riesgo que tiene cada población para los 

padecimientos asociados.  

 

En una revisión del 2000 publicada en el American Journal of Epidemilogy 

[Botto L.D, et al, 2000], se seleccionaron aquellos estudios que determinaron la 

frecuencia de la variación C677T en distintas poblaciones del año 1995 al año 

1999 en sujetos sanos. Cabe mencionar, que se incluyeron aquellos estudios 

que contenían al menos 100 individuos, con algunas excepciones (en particular 

con algunos grupos étnicos), así como se incluyeron las distintas poblaciones 
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ubicadas en un solo país. Como se puede observar en las Figuras 5A y 5B, la 

frecuencia del alelo mutado y el genotipo homocigoto para el mismo, varía 

entre regiones geográficas y grupos étnicos en todo el mundo. En la población 

caucásica de Europa, la frecuencia de homocigotos para la variante mutada fue 

del 8% al 18%, en donde Alemania e Italia representaban los límites 

respectivamente, mientras que en los demás países iba del 10% al 14%. Para 

la población hispana en general (incluyendo los que residen en Estados Unidos 

y exceptuando a los españoles), de acuerdo a los resultados obtenidos, se 

estableció que la frecuencia era relativamente alta al comparar con las demás 

poblaciones, sin embargo, es importante mencionar que se consideraron pocos 

países de América sin incluir México. En cuanto a la población afroamericana, 

un hallazgo importante que fue objeto para estudios posteriores, fue que en los 

individuos de las regiones geográficas estudiadas en África no hubo ningún 

individuo con el polimorfismo en estado homocigoto para la variante mutada, 

así como que la frecuencia del alelo era la más baja, sugiriendo un efecto de 

ventaja selectiva que será retomado mas adelante; por su parte, en la 

población afroamericana de América se observó el mismo resultado, con la 

excepción de un estudio hasta ese año que estableció que la frecuencia de 

homocigotos  era del 1.45% en población negra de Brasil[Arruda V.R, et al, 

1998]. En asiáticos, representados en ese estudio por japoneses (debido que 

no se incluyeron otros países) la frecuencia fue del 11%, mientras que en 

población amerindia considerada en Brazil fue muy variable (desde el 1% hasta 

el 21% en distintas tribus). No encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre la prevalencia del polimorfismo y el género de los individuos. 
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Figura 5. 5A, frecuencia del alelo C677T en distintas poblaciones. 5B, frecuencia de 
homocigotos para el alelo C677T en distintas poblaciones Las frecuencias observadas fueron 
reportadas en estudios realizados en el periodo de 1995-1999. Los porcentajes fueron 
obtenidos de la Ref. [Mutchinick O.M, et al, 1999)] para México, de la Ref. [Virgos C, et al, 
1999] para España y de la Ref. [Botto L.D, et al, 2000] para las otras poblaciones (de las cuales 
se tomaron distintas regiones dentro de los mismos países). Para el caso de hispanos se 
tomaron en cuenta de Colombia, Estados Unidos y Brasil, para África se tomaron en cuenta 
Zaira, Camerún y la región del Sub-Sahara. En los demás países se tomó en cuenta la 
frecuencia para cada país en general. 
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Por otra parte, como ya se mencionó, en el anterior trabajo no se incluyó a 

México, y debido a las variaciones observadas en las distintas poblaciones en 

el mundo y su considerable asociación con defectos de tubo neural, el grupo de 

Mutchinick y colaboradores, estudiaron la frecuencia de este polimorfismo en la 

población mexicana en diferentes partes del país [Mutchinick O.M, et al, 1999]. 

El estudio se llevó a cabo en 250 mujeres sanas que estuvieran embarazadas y 

que sus cuatro abuelos fueran nacidos en México, de un total de nueve 

hospitales en siete estados y cuatro diferentes regiones geográficas del país 

(Norte con 58, Oeste con 38, Este con 110 y zona Centro con 44 mujeres).  Los 

resultados que obtuvieron mostraron estar en equilibrio de Hardy-Weinberg 

(Tabla 2) y fueron anexados en las Figuras 5A y 5B. Estos resultados 

demostraron que existe una alta prevalencia de este polimorfismo en la 

población mexicana, así como de la cantidad de homocigotos para la misma, 

que inclusive, hasta el año de 1999 fueron la más altas reportadas de acuerdo 

al anterior estudio (Fig. 5A y 5B), sugiriendo que 1 de cada 3 mexicanos tiene 

la variante termolábil de la enzima MTHFR. Como en otras poblaciones del 

mundo, la distribución del genotipo TT muestra una gran heterogeneidad en la 

población mexicana sobretodo en las diferentes regiones del país, esto se 

aprecia al observar el contraste entre la zona norte y centro (Tabla 2), de las 

cuales, la zona norte tuvo una menor prevalencia al compararla con las demás 

zonas geográficas. Debido a que la población mexicana está conformada por 

una mezcla de distintas razas, se puede establecer que, de acuerdo a los 

resultados representados en las Gráficas 1 y 2 (que se muestra una menor 

frecuencia en otras poblaciones del mundo en comparación con la mexicana), 

el genotipo homocigoto para el alelo mutado podría ser un marcador genético 

característico de las poblaciones amerindias dentro de nuestro país, sin 

embargo, también hay que considerar que la frecuencias del alelo mutado y el 

genotipo TT para la población española fueron altas al comparar con las otras 

poblaciones caucásicas, sugiriendo que podría deberse a un efecto aditivo 

entre las poblaciones amerindia y española sobre los mestizos, puesto que en 

algunas poblaciones indígenas su frecuencia también es alta al comparar con 

caucásicos [Dávalos I.P, et al, 2000]. 
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Tabla 2. Frecuencias del genotipo de la variante C677T del gen MTHFR y del alelo C677T 
en mujeres sanas de México. Modificado de la Ref. [Mutchinick O.M, et al, 1999]. 

Región No.  Genotipo  Alelo T I.C. 95% 
  CC CT TT   

Norte 58 0.24 0.53 0.23 0.49 0.40-0.59 
Este 110 0.16 0.48 0.36 0.61 0.54-0.67 

Oeste 38 0.21 0.45 0.34 0.57 0.45-0.68 
Centro 44 0.11 0.41 0.48 0.68 0.57-0.78 
Total 250 0.18 0.48 0.34 0.59 0.54-0.63 

 
 
Para establecer una explicación de la distribución de este polimorfismo en el 

mundo, es importante considerar lo siguiente: la heterogeneidad en la 

distribución de este polimorfismo, teniendo como extremos la población de 

Sub-Sahara de África y por el otro lado la de México con la menor y mayor 

frecuencias reportadas respectivamente; y, que se ha reportado un efecto de 

gradiente de la prevalencia del alelo 677T de norte a sur en Europa occidental, 

ocurriendo la mayor frecuencia en Sicilia, Italia, suponiendo que se debe 

principalmente a interacciones del tipo gen-ambiente [Bosco P, et al, 2003]. Es 

importante mencionar que el consumo de los derivados del ácido fólico es 

menor en la dieta de países que se ubican en el Norte de Europa que en los 

países Mediterráneos, lo que sugiere que la dieta rica en folatos es la 

responsable de la alta prevalencia del alelo 677T en estas regiones, así como 

de que, a pesar de que este polimorfismo está asociado a defectos congénitos, 

la prevalencia de estos defectos es menor en países del Mediterráneo a 

comparación de otros países [Bollander-Gouaille C, 2002; Zetterberg H, 2004]. 

 

Una vez considerado lo anterior, el grupo de Guéant-Rodríguez y 

colaboradores, estudiaron los niveles de homocisteína, folato y vitamina B12 y 

su relación con la variante C677T en 1277 adultos jóvenes procedentes de la 

ciudad de México, Benin y Togo del oeste de África, Francia y Sicilia (Tabla 3). 

Demostraron la interacción gen-ambiente que existe entre la variante C677T 

del gen MTHFR y los niveles plasmáticos de folatos, así como la ventaja 

selectiva que le confiere a los individuos homocigotos el alelo mutado con una 

dieta adecuada de folatos sobre aquellos que son homocigotos para el mismo 

pero con una dieta deficiente de folatos [Guéant-Rodríguez R.M, et al, 2006]. 

La frecuencia del alelo mutado fue mayor en México, menor en África e 

intermedia en Francia y Sicilia. La frecuencia mas alta del alelo mutado fue en 
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aquella área en la que la influencia del genotipo 677TT fue menor sobre los 

niveles de homocisteína, contrario a lo que ocurrió en las regiones de África, en 

las que se encontró una menor prevalencia de esta variante, y donde dicho 

genotipo repercutía de manera significativa sobre el aumento de los niveles de 

homocisteína (que es responsable de la mayoría de los padecimientos 

asociados), ya que también los niveles de folatos (que se asocian a un efecto 

protector) eran muy bajos a comparación de las otras poblaciones, 

evidenciando un efecto de presión selectiva considerando la influencia de los 

genes y el medio ambiente. Cabe mencionar que en todas las regiones 

estudiadas se observó una correlación negativa entre la frecuencia del alelo 

mutado y el porcentaje de personas con un nivel bajo de folatos. Cabe 

mencionar, que tanto en las poblaciones estudiadas de la ciudad de México 

como en Sicilia, que fueron las regiones con la mayor prevalencia del alelo 

mutado, se observó la menor deficiencia de folatos y la mayor concentración de 

los mismos en plasma, atribuyéndolo a la dieta rica en maíz, frijoles, lentejas, 

trigo, frutas frescas y vegetales que consumen, a diferencia de los países de 

occidente que su dieta es mucho mas rica en proteínas animales que conlleva 

a una disminución en el consumo de folatos, lo cual se ha comprobado en 

diversos estudios [Zetterberg H, 2004; de Bree A, et al, 2001; Kushi L.H, et al, 

1995]. Los niveles de vitamina B12 concuerda con los niveles más altos 

obtenidos de folato en los individuos de México y Sicilia, reflejando la 

importancia de este cofactor para la obtención de metionina. 

 

En algunas regiones donde el polimorfismo es menos frecuente y existe una 

dieta deficiente en folatos, se considera dicha variación como factor de riesgo 

en patologías como pérdida gestacional, malformaciones congénitas, 

enfermedades vasculares, entre otras, que se asocian principalmente a un nivel 

alto de homocisteína plasmática, alteración en el ciclo de los folatos y en las 

reacciones de metilación. Sin embargo, también es importante tomar en cuenta 

que en México existen muchas regiones donde la dieta es muy deficiente en los 

nutrimentos básicos, donde se incluye el ácido fólico, y considerando que es 

una población con una alta frecuencia en la variante C677T, existe un gran 

riesgo de ocurrencia de las patologías asociadas a esta variante. Existen 

muchos estudios en los que se establece que la desnutrición en México es un 
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problema de salud pública debido a la pobreza, dispersión de la población, 

escasa infraestructura sanitaria, financiamiento insuficiente para la atención en 

salud y otros factores. 

 
 

Tabla 3. 
Distribución del polimorfismo C677T del gen MTHFR y concentraciones plasmáticas de 
homocisteína*, folato* y vitamina B12* en diferentes poblaciones. Modificado de la Ref. 

[Guéant-Rodríguez R.M, et al, 2006]. 
 

Area 
geográfica 677 TT (%) Alelo mutado 

(%) 
Homocisteína 

(µmol/L) 
Folato 

(nmol/L) 
Sujetos def. 

en folatos (%) 

Vitamina 
B12 

(pmol/L) 
África 

occidental 
(n=368) 

0.8(0.2, 2.1)1 9.0(7.1, 11.2)1 13.5(10.0-
20.1)2 9.1(6.7-13.3)2 26.4(22.0-

31.0)1 
463(320-

662)2 

Francia 
(n=366) 

14.2(10.1, 
18.9) 

36.1(31.9, 
40.5) 10.0(8.6-12.0) 12.0(9.7-15.2) 6.3(4.1-9.1) 263(185-

365) 
Italia   

(n=146) 
19.9(14.1, 

23.0) 
47.3(41.5, 

53.0) 8.3(6.4-11.1) 12.4(9.3-17.4) 4.8(2.1-9.1) 329(242-
432) 

Ciudad de 
México 
(n=300) 

35.7(29.9, 
41.4) 

58.0(53.8, 
62.2) 9.8(7.6-12.1) 17.2(12.4-

24.2) 2.0(0.8-4.0) 294(177-
433) 

* Medidas en 1180 individuos jóvenes adultos sanos. 
La deficiencia en folatos se consideró al hallar una concentración < 7.0 nmol/L. 
1Promedio; I.C. 95%. 
2Mediana; percentiles 25 y 75. 
 
Finalmente, referente a las migraciones, se ha establecido que existen 

variaciones en las frecuencias alélicas de la variante mutada en cuanto a 

poblaciones que emigraron a otro país y las mismas que se encuentran en su 

lugar de origen, lo cual puede deberse a la influencia del ambiente nutricional 

sobre los genes, sin embargo, se atribuyó en mayor medida a que los estudios 

considerados incluían individuos de diferentes edades, a la mezcla de grupos 

étnicos y al diseño diferente de los estudios [Guéant-Rodríguez R.M, et al, 

2006].  
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3.3. Homocisteína, folatos y el polimorfismo C677T. 

 

La relación que existe entre la homocisteína, los folatos y la variante C677T, se 

rige principalmente por la alteración en las rutas bioquímicas que están 

implicadas en el metabolismo de estas dos sustancias (y las consecuencias de 

dicha alteración), que es influenciada por el polimorfismo y el estado 

nutricional. Debido a que ha habido algunas discrepancias entre los resultados 

obtenidos por diferentes estudios en la relación anterior, se creo un modelo 

matemático el cual utiliza los resultados publicados hasta el 2006 sobre la 

cinética de las enzimas involucradas en el metabolismo de los folatos y sus 

mecanismos regulatorios, simulando in silico el impacto de las variaciones 

genéticas y nutricionales en las rutas bioquímicas [Reed M.C, et al, 2006]. La 

confiabilidad de este modelo se verificó al encontrar que las predicciones 

obtenidas concordaban con los resultados experimentales. Los resultados 

obtenidos confirmaron la relación anterior, dentro de los cuales destaca lo 

siguiente: existe una relación inversamente proporcional entre la cantidad de 

folato y la cantidad de homocisteína, a niveles bajos de folato; la disminución 

de la actividad en la MTHFR disminuye a su vez la concentración de S-

adenosilmetionina y 5-metiltetrahidrofolato, así como la metilación del DNA y, 

por el contrario, aumenta los niveles de homocisteína y S-

adenosilhomocisteína, así como la sintesis de timidina y purinas. 

Por otra parte, retomando el aspecto de que el genotipo homocigoto para el 

alelo T de este polimorfismo se ha encontrado en una alta proporción en la 

población mexicana [Mutchinick O.M, 1999] y que, junto con las variaciones de 

alimentación, pueden condicionar a una elevación de homocisteína en sangre 

(considerada por arriba de 15 µmol/mL [Morales J.J, et al, 2003]), se realizó un 

estudio en el que se incluyeron sujetos con una baja ingesta de folatos y con 

complicaciones de aterosclerosis en edad joven, concluyendo a partir de 250 

pacientes que el genotipo 677TT (aunado a una deficiencia de folatos) 

proporciona un mayor riesgo de presentar hiperhomocisteinemia que los otros 

factores aislados [Morales J.J, et al, 2003]. 

Debido a la relación que existe entre estos factores y a su asociación con 

diversos padecimientos sobretodo en población mexicana, los dos primeros se 
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tratarán por separado para después reunirse como parte del conjunto de 

patologías que están asociadas al polimorfismo C677T. 

3.3.1.  Homocisteína. 

 

La homocisteína es un aminoácido (del grupo de aminoácidos que no forman 

parte de la estructura primaria de las proteínas) con un grupo sulfhidrilo, 

formado como producto de las reacciones de metilación a partir de la metionina 

utilizando como intermediario a la S-adenosilmetionia [Ramakrishnan S, et al, 

2001]. Se encuentra en circulación, donde es fácilmente oxidada, dando como 

producto compuestos en los que el grupo tiol es reemplazado por un enlace 

disulfuro (Fig. 6). La homocisteína es convertida a cisteína en presencia de la 

enzima cistationina-β-sintetasa y cistationina liasa en una reacción irreversible 

dentro de la vía de transulfuración [Medina M.A, et al, 2001], donde la cisteína 

posteriormente puede formar parte del glutatión, el cual es la principal defensa 

endógena en contra de agentes oxidantes. Como ya se ha mencionado, la 

homocisteína puede dar lugar a la metionina por la vía de metilación o por la 

vía de la betaína a través de la colina, sin embargo la segunda vía solo ocurre 

en el hígado mientras que la primera ocurre en todo el organismo 

[Ramakrishnan S, et al, 2001]. 

 

 
 

Fig. 6. Homocisteína y productos formados por su oxidación. Traducido de la Ref. 
[Ramakrishnan S, et al, 2006]. 

 

Al aumento de homocisteína en sangre se le denomina homocisteinemia y 

debido a su oxidación a homocistina, la presencia de esta última en la orina se 

denomina homocistinuria. Por lo tanto, para determinar que el metabolismo de 

la homocisteína es anormal, se pueden analizar los niveles de homocistina ya 
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sea en sangre u orina o analizar los niveles de homocisteína en sangre con una 

previa reducción de los puentes disulfuro, para determinar a su vez, el estado 

patológico de un paciente en cuanto a los padecimientos asociados a la 

homocistinuria [Ramakrishnan S, et al, 2006]. La homocistinuria en la orina 

puede detectarse mediante una prueba de nitroprusiato con nitrato de plata, en 

la cual la homocistina se reduce a homocisteína por el nitrato de plata, y la 

homocisteína forma un complejo con el nitroprusiato mediante los grupos 

sulfhidrilos, dando una coloración característica. Por otra parte, los niveles de 

homocisteína en plasma pueden ser medidos mediante el empleo de diversas 

técnicas como ensayos enzimáticos, ELISA y HPLC, siendo los dos últimos los 

mas utilizados debido a su mayor sensibilidad, reproducibilidad y confiabilidad 

que el primero [Ramakrishnan S, et al, 2006]. 

 

Las homocistinurias son un grupo de padecimientos asociados a un error en el 

metabolismo de la homocisteína, donde los individuos afectados excretan 

grandes cantidades de homocistina en orina; existen cuatro tipo de 

homocistinurias reportadas (I-IV) [Ramakrishnan S, et al, 2006]. La 

homocistinuria tipo I es aquella que es producto de la deficiencia en la 

cistationina-β-sintetasa que puede ser congénita, dicha enzima se requiere 

para la vía de transulfuración y es necesaria para obtener cisteína, utilizando 

como cofactor a la vitamina B6 (Fig. 1); en este tipo de homocistinuria la 

deficiencia enzimática conlleva a una acumulación de homocisteína y 

metionina, así como una disminución de cisteína, provocando efectos adversos 

como el retraso mental ocasionado por el aumento de metionina, el cual es un 

indicio importante de este tipo de homocistinuria, además de convulsiones, 

ectopia lentis (dislocación de los lentes oculares), alteraciones vasculares como 

aterotrombosis, osteoporosis y otras anormalidades óseas  [Mudd S.H, et al, 

1983]. Para el tratamiento de la homocistinuria tipo I, se ha considerado la 

administración de vitamina B6, con el fin de aumentar la eficiencia de la 

actividad residual. A diferencia de la homocistinutia de tipo I, las 

homocistinurias de tipo II a IV están relacionadas con una deficiencia en las 

enzimas que participan en la vía de metilación de la metionina o en la 

absorción de algunos componentes que tienen que ver con esta vía, y su 

tratamiento tiene que ver principalmente con una suplementación de folatos e 
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inclusive de metionina, ya que no hay retraso mental. Mientras que la 

homocistinuria de tipo III se debe a una deficiencia en la metionina sintetasa 

(que se requiere para obtener metionina a partir de homocisteína) y la 

homocistinuria de tipo IV se debe a una deficiente absorción de la vitamina B12 

(cofactor de la metionina sintetasa, ya que ésta metila la homocisteína 

utilizando metil-B12), la homocistinuria tipo II corresponde a una deficiencia en 

la enzima MTHFR [Sulochana K.N, et al, 2000], esta última es de especial 

interés para este trabajo, y se caracteriza porque no hay formación del 5-

metiltetrahidrofolato necesario para la metilación de la homocisteína. Para las 

homocistinurias II a IV se han mencionado las características de los 

padecimientos asociados a niveles altos de homocisteína, aunque cabe 

mencionar que para el caso de la tipo IV, debido al defecto del metabolismo de 

la vitamina B12, también se presenta retraso psicomotor, letargia anemia 

megaloblástica, entre otros [Ramakrishnan S, et al, 2001]. 

 

Además de las homocistinurias se han establecido diversos tipos de 

hiperhomocisteinemias basándose en la concentración total de homocisteína 

en plasma, definiendo como severa aquella en la que la concentración es 

mayor a 100 µM/L, intermedia en la que se encuentra entre 30 y 100 µM/L, y 

moderada para concentraciones entre 15 y 30 µM/L, tomando como referencia 

un rango de 5 a 15 µM/L totales de Homocisteína en sujetos sanos [Kang S.S, 

et al, 1992]. 

 

En cuanto a los padecimientos asociados a los niveles altos de homocisteína, 

la mayoría de los estudios han encontrado asociación con enfermedades 

trombóticas, enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo I como 

consecuencia del alto riesgo para aterosclerosis, complicaciones oculares en 

las cuales la homocisteína es utilizada como marcador de las mismas (catarata 

congénita y adquirida en niños), enfermedad oclusiva ocular de la retina, 

insuficiencia renal, entre otras [Ramakrishnan S, et al, 2006], algunas de las 

cuales se retomarán con detalle más adelante. 

 

Las manifestaciones de la hiperhomocisteinemia se deben principalmente a la 

incorporación de la homocisteína en algunos aminoácidos de las proteínas 
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presentes en el cuerpo y al estrés oxidante [Ramakrishnan S, et al, 2006], cuyo 

mecanismo molecular y estudios asociados se presentan a continuación. 

 

Incorporación de homocisteína en proteínas. 

 

Existen dos mecanismos por los cuales se lleva a cabo este tipo de reacción. El 

más sencillo consiste en la reacción no enzimática de la homocisteína libre con 

los grupos sulfhidrilos de las proteínas para dar como producto a un aducto de 

ambos compuestos unidos mediante un enlace disulfuro (Fig. 7). Esta reacción 

depende proporcionalmente de la cantidad de homocisteína libre en plasma, y 

se ha demostrado que afecta la función de proteínas y enzimas conforme más 

grupos de homocisteína contengan [Lussier-Cacan S, et al, 1996]. 

 

 
Fig. 7. Reacción de la homocisteína libre con los residuos de cisteína de una proteína. 
Traducido de la Ref. [Ramakrishnan S, et al, 2006]. 
 

El segundo mecanismo, considerado más complejo debido a que los efectos 

dañinos se deben a la previa formación de un tioéster cíclico, denominado 

homocisteína tiolactona, el cual es un metabolito de la homocisteína formado 

cuando hay una alteración en las vías de transulfuración o metilación 

[Jakubowski H, et al, 1999]. Dicho metabolito es un complejo formado por la 

unión de AMP (adenín monofosfato) y la homocisteína [Jakubowski H, et al, 

1990]. 

La homocisteína tiolactona es altamente reactiva y puede acetilar fácilmente los 

grupos amino de las proteínas en condiciones fisiológicas [Jakubowski H, et al, 

1999], en particular aquellas proteínas que contengan un residuo de lisina en la 

posición ε, para formar el aducto correspondiente mediante un enlace amida o 
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peptídico (Fig. 8a). Esta reacción es favorecida, al igual que la anterior, con el 

aumento de homocisteína en plasma y puede llevarse a cabo en muchos 

residuos de lisina que estén disponibles [Medina M.A, et al, 2001]. La formación 

de este aducto en el 33% y 88% de los residuos de lisina en la metionina 

sintetasa y la tripsina, respectivamente,  resulta en la pérdida completa de su 

actividad enzimática [Jakubowski H, et al, 1990], además de que las proteínas 

que presentan estos aductos tienden a presentar cambios conformacionales 

que los llevan a su desnaturalización, así como también a generar proteínas 

plasmáticas modificadas. Las proteínas plasmáticas modificadas pueden 

provocar a su vez un daño vascular a través de los macrófagos o por la 

formación de complejos inmunes al acumularse en las paredes de los vasos 

sanguíneos, hasta llegar inclusive a formar una placa ateroesclerótica 

[Jakubowski H, et al, 1999]. Cabe mencionar que la homocisteína tiolactona 

también puede reaccionar con los grupos sulfhidrilo libres para formar un 

aducto parecido descrito en el primer mecanismo, inclusive en la misma 

proteína (Fig. 8b) [Medina M.A, et al, 2001]. 
 

 
Fig. 8. Aductos formados por la reacción de la homocisteína tiolactona con a) Lisina y b) 
Cisteína, en proteínas. Modificado de 
http://www.nature.com/ki/journal/v69/n5/full/5000070a.html. 

 

Estrés oxidante. 

El estrés oxidante se define como una condición en la cual existe un 

desbalance entre la producción de especies reactivas y antioxidantes, y puede 

ser producto de la disminución en los niveles de antioxidantes o el incremento 

en la producción de las especies reactivas [Halliwell B, 2006]. 
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La homocisteína ejerce sus efectos adversos principalmente mediante el estrés 

oxidante [Ramakrishnan S, et al, 2006]. Es importante mencionar que la 

oxidación de la homocisteína en plasma conlleva a la formación de la 

homocistina, compuestos azufrados unidos a homocisteína y la homocisteína 

tiolactona y los productos de la misma, lo cual a su vez, provoca que se 

generen especies reactivas de oxígeno como el anión superóxido, peróxido de 

hidrógeno y los radicales libres hidroxilo. Estas especies reactivas de oxígeno 

oxidan las moléculas endógenas como proteínas y lípidos de las membranas 

provocando un daño endotelial, principalmente [Medina M.A, et al, 2001]. Se 

han llevado a cabo numerosos estudios en los que se demuestra lo anterior, 

donde también se mencionan algunos otros aspectos relevantes. 

 

Las proteínas y aquellos compuestos en el organismo que no pertenecen a las 

proteínas (como la homocisteína) que contienen un grupo tiol, tienen la 

capacidad de modular el potencial oxidante en el plasma. Sin embargo, se ha 

establecido en diversos estudios en los que por un lado, estos compuestos 

actúan como prooxidantes al estar elevados en plasma (principalmente la 

homocisteína o cisteína) [Cavalca V, et al, 2001] y que son factores de riesgo 

independientes para enfermedades cardiovasculares, y por el contrario que los 

tioles totales en plasma como el glutatión, están disminuidos en pacientes con 

aterosclerosis [Di Giuseppe D, et al, 2004]; lo anterior depende principalmente 

al compuesto con grupo sulfhidrilo del cual se trate y las dosis del mismo, ya 

que el glutatión es el agente antioxidante endógeno por excelencia, mientras 

que la homocisteína y otros compuestos de bajo peso molecular con grupos 

tioles, como ya se mencionó anteriormente, pueden reaccionar con 

compuestos azufrados y generar especies reactivas de oxígeno que causan un 

daño en el organismo. Dentro del contexto anterior, un estudio demostró que 

independientemente de su origen metabólico, la concentración elevada en 

plasma de los compuestos con grupos tioles está asociada a una promoción 

más que a una supresión del estrés oxidante, basándose en que los 

compuestos con grupos tioles generados en individuos expuestos a disulfuro 

de carbono (que como resultado de su interacción con proteínas provoca el 

aumento de compuestos con grupo tiol en plasma) promovieron la peroxidación 

de lípidos y la inhibición de la glutatión peroxidasa dependiente de NADPH 
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[Wronska-Nofer T, et al, 2007]. La glutatión peroxidasa dependiente de NADPH 

se encarga de convertir el peróxido de hidrógeno y otros peróxidos orgánicos a 

alcohol no tóxico, por lo que al ser inhibida, los compuestos con grupos tioles 

tienen un efecto prooxidante [Wronska-Nofer T, et al, 2007]. 

 

De acuerdo a algunos autores, el efecto antioxidante de la homocisteína, 

debido a su grupo tiol, se observa a concentraciones muy bajas en las células 

[Zappacosta B, et al, 2000], lo cual puede deberse al efecto dual que tienen 

algunos compuestos, en los que a bajas concentraciones se observa el efecto 

contrario al que se observa en concentraciones mayores. En un estudio que se 

llevó a cabo en ratas intoxicadas con Plomo, se determinó el efecto 

antioxidante de algunos compuestos endógenos que contienen grupos tiol, 

dentro de los cuales se incluyó a la homocisteína [Caylak E, et al, 2008]. El 

plomo es un metal pesado que representa una de las causas mas comunes de 

intoxicación con metales pesados, el cual, se ha demostrado que tiene un 

efecto oxidante indirecto in vitro e in vivo, provocando daño en glóbulos rojos, 

peroxidación de los lípidos en sus membranas, inhibiendo la síntesis del grupo 

hemo y la hemoglobina, promoviendo la autooxidación de la hemoglobina, 

entre otros que se manifiestan como anemia [Leggett R.W, 1993]. Sin embargo, 

en este estudio no se observó un efecto antioxidante estadísticamente 

significativo como para asumir que la homocisteína tiene un papel protector en 

contra de las especies oxidantes, ya que no se observó un cambio en las 

concentraciones de hemoglobina en aquellas ratas que se les administró 

homocisteína y plomo a comparación de aquellos que solo fueron tratados con 

plomo, y por el contrario, se observó que la actividad de la Superóxido 

Dismutasa (que elimina superóxidos) fue disminuida, que junto con el glutatión, 

representan una de las principales defensas en contra de las especies 

oxidantes [Leggett R.W, 1993]. También es importante mencionar que 

determinaron que los niveles de vitamina A en las ratas tratadas con 

homocisteína y plomo fueron menores que en aquellas ratas que solo fueron 

tratadas con plomo [Leggett R.W, 1993], lo cual sugiere un efecto aditivo 

oxidante, puesto que la vitamina A y E son antioxidantes no enzimáticos [Attri J, 

et al, 2003]. 
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Se ha establecido también que la homocisteína puede inducir la formación de 

micronúcleos en linfocitos humanos in vitro, los cuales son estructuras que 

contienen DNA y que son formados durante la mitosis como resultado de la 

ruptura en los cromosomas (o de la distribución incorrecta de los mismos en la 

mitosis), siendo de esta manera, marcadores de daño genotóxico generado, en 

este caso, por las especies oxidantes que se crean por la formación de los 

metabolitos de la homocisteína [Crott J, et al, 2001]; de esta manera se sugirió, 

en este caso, que el responsable de este daño genotóxico, observado in vivo 

cuando las concentraciones de homocisteína en plasma son elevadas, se debió 

al daño relacionado con la homocisteína mas que a la deficiencia en folatos 

que también se ha asociado con la presencia de micronúcleos. Otros estudios 

in vitro realizados en líneas celulares de linfoma de ratón y leucémicas de 

humano, demostraron un aumento en la presencia de micronúcleos cuando 

fueron tratadas con concentraciones de homocisteína de hasta 5mM a 

comparación de los respectivos controles [Fink K, et al, 2007]. 

 

Se ha demostrado que la homocisteína induce estrés oxidante en el cerebro de 

ratas a través de la disminución de las sustancias antioxidantes y el aumento 

en la peroxidación de lípidos [Matté C, et al, 2004], además de que la 

homocisteína es una neurotoxina y tiene un efecto particular en el cerebro, lo 

cual se retomará posteriormente. Para demostrar lo anterior, se llevó a cabo un 

estudio en el cual se administró homocisteína en ratas a concentraciones 

similares a las que tienen las personas con homocistinuria mediante una 

administración crónica después de 6 días de su nacimiento (asumiendo que el 

desarrollo en esta etapa es parecido al del humano) [Matté C, et al, 2008]. 

Dentro de los resultados obtenidos, observaron que la administración crónica 

de homocisteína redujo el potencial antioxidante de los mecanismos no 

enzimáticos en la corteza parietal y en el plasma, lo que fue prevenido con la 

administración de ácido fólico. Al evaluar la actividad de las enzimas con 

actividad antioxidante, se encontró que la homocisteína inhibió las enzimas 

catalasa (elimina el peróxido) y glutatión peroxidasa en la corteza parietal de 

las ratas, lo cual puede aumentar la cantidad de peróxido de hidrógeno en el 

organismo, que a través de la reacción de Fenton puede generar el radical 

hidroxilo, el cual es altamente reactivo. También encontraron que la 
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hiperhomocisteinemia crónica indujo daño en el DNA de la corteza parietal y en 

células sanguíneas determinado por el ensayo cometa (que detecta fragmentos 

de DNA) y que, después de administrar ácido fólico, se observó un efecto 

preventivo. 

 

Otras asociaciones. 

 

Además de su asociación con el estrés oxidante y las reacciones producidas en 

las proteínas anteriormente descritas, se ha asociado la homocisteína con otros 

factores, ya sea relacionado o no, con el estrés oxidante. 

 

Un estudio realizado en Francia con 500 adultos mayores (de un rango entre 

60 y 101 años) estableció una relación importante entre la homocisteína, la 

producción de anión superóxido y la inflamación [Ventura E, et al, 2008]. En 

primer lugar, reforzando lo anterior, demostraron que los niveles de 

homocisteína y anión superóxido se incrementan con la edad debido a una 

deficiencia de vitaminas que se observan en esta edad, en este caso en 

particular a la deficiencia en vitamina B12 (cofactor de la metionina sintetasa) y 

folatos; a su vez, confirmaron que la homocisteína promueve la expresión de la 

oxidasa NADPH presente en neutrófilos y monocitos hasta dos veces más de lo 

normal, lo que conlleva a una sobreproducción de anión superóxido. Por otra 

parte, tomando en cuenta que existe una relación entre el estrés oxidante y la 

inflamación, en la cual una activa a la otra, encontraron una asociación entre 

los niveles altos de homocisteína y de Proteína C Reactiva (mediador 

inflamatorio), lo cual concuerda con la observación in vitro del aumento en la 

síntesis de citocinas proinflamatorias en presencia de homocisteína en células 

endoteliales [Dalal S, et al, 2003]. Finalmente, basándose en que la oxidasa 

NADPH puede activarse también por mediadores inflamatorios como la 

proteína C reactiva [DeLeo F.R, et al, 1998], establecieron que en monocitos 

tratados in vitro tratados con homocisteína tiolactona y lipopolisacárido 

(polímero presente en bacterias Gram negativas que desencadenan una 

respuesta inflamatoria al ser reconocido por los macrófagos), se observa un 

efecto sinérgico en la producción del anión superóxido (Fig. 9), lo cual es de 
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gran importancia en el desbalance que se observa en el estrés oxidante y en 

las consecuencias que éste conlleva. 

 

 
 

Figura 9. Sinergia entre la homocisteína tiolactona y el Lipopolisacárido en la producción de 
anión superóxido. Las células fueron tratadas con bajas concentraciones de acuerdo a las 
concentraciones establecidas en otros ensayos dentro del mismo estudio. La producción del 
anión superóxido fue determinada mediante luminometría, utilizando un mitógeno que induce la 
producción de esta especie reactiva de oxígeno al estimular la oxidasa NADPH. El 100% del 
efecto (control) se considero al incubar las células en vehículo. Traducido de [Ventura E, et al, 
2008]. 
 

Otra asociación muy interesante descrita recientemente, relaciona los niveles 

de homocisteína con la longitud de los telómeros en leucocitos (LTL). 

Basándose en que el acortamiento de la LTL se ha observado en distintas 

enfermedades y condiciones que se caracterizan en un incremento en el estrés 

oxidante y la inflamación [Ueland P.M, et al, 2001], se estableció la hipótesis de 

que la homocisteína era el vínculo entre estas condiciones y el acortamiento de 

la LTL [Richards J.B, et al, 2008], tomando también en cuenta que la 

homocisteína puede inhibir la telomerasa (transcriptasa reversa que 

reconstituye la longitud del telómero) [Zhu J.H, et al, 2006]. Para lo anterior, se 

realizó un estudio en 1319 personas, ajustando las variables como edad, sexo, 

etc. Obtuvieron como primera instancia una relación entre la LTL y los niveles 

de homocisteína, en la cual al aumentar los niveles de homocisteína se 

encontró una menor LTL que en aquellas personas con los menores niveles de 

homocisteína (Fig. 10), cuya diferencia en dichos niveles se estableció que era 

equivalente a 6 años de pérdida acumulada de la longitud de los telómeros, 
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aunque también hay que considerar que existe una gran variación en la LTL 

entre individuos (al menos del 15% en cuanto a la edad), lo cual se compensó 

con el tamaño de muestra. Se planteó la idea de que esta pérdida en los 

telómeros se debió a que la homocisteína, como resultado del daño celular que 

provoca, aumenta la demanda en la proliferación de las células madre 

hematopoyéticas, que tiene como consecuencia el acortamiento de los 

telómeros por replicación, así como la posible disminución en la vida media de 

las células sanguíneas (en este caso) [Ito K, et al, 2006]. Otro factor asociado a 

lo anterior, fue el estrés oxidante provocado por la homocisteína, lo cual se 

comprueba con la reversión de dicho acortamiento de los telómeros al utilizar 

catalasa in vitro [Xu D, et al, 2000]. Otro aspecto importante que encontraron, 

fue que los niveles bajos en folatos estaban asociados a un acortamiento 

mayor en la LTL comparando con aquellos sujetos con niveles altos (no se 

mencionan las referencias para dichos niveles); esto puede revertirse con una 

ingesta adecuada de ácido fólico, ya que también de esa manera se 

disminuyen los niveles de homocisteína. 

 

 
Fig. 10. Asociación entre los niveles de homocisteína y la longitud telomérica en leucocitos. Los 
niveles de homocisteína entran dentro de los valores considerados normales Ref. [Morales J.J, 
et al, 2003]. Los niveles corresponden: menor, 6.0 µmol/L; intermedio, 8.1 µmol/L; mayor, 11.8 
µmol/L. Traducido de la Ref. [Richards J.B, et al, 2008]. 
 
Como se puede observar, las implicaciones que tienen los niveles altos de 

homocisteína son incontables, así como también la asociación que tiene con 
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distintos padecimientos, en particular ligada a la variante A222V de la enzima 

MTHFR. A pesar de que éstos se mencionarán mas adelante, es importante 

hacer énfasis a continuación en un mecanismo por el cual se fundamentan 

muchas de las asociaciones con patologías específicas, en el cual se remarca 

una interacción entre el ambiente y los genes, lo cual es el principio de las 

enfermedades complejas. 

 

Epigenética y homocisteína. 

 

Como ya se mencionó al principio de este capítulo, existe una relación directa 

entre el metabolismo de la homocisteína, del folato y las reacciones de 

metilación en el DNA, lo cual tiene un papel indispensable en el control 

epigenético en la expresión génica. 

Dentro de las reacciones de metilación enzimáticas, anteriormente 

mencionadas, existen alrededor de algunas decenas de diferentes reacciones 

que utilizan la S-adenosilmetionina como donador de grupos metilo, siendo los 

receptores de dichos metilos distintas moléculas como los lípidos, proteínas 

(como las histonas) y ácidos nucleicos. Muchas de las metiltransferasas 

participan en las reacciones de metilación en el humano, las cuales comparten 

regiones estructurales que participan en la unión y reconocimiento de la S-

adenosilmetionina, así como también de la S-adenosilhomocisteína, que como 

ya se mencionó anteriormente, participa como inhibidor competitivo para dichas 

enzimas; para asegurar que la relación de S-adenosilmetionina / S-

adenosilhomocisteína se mantenga adecuada (y por lo tanto no se inhiban las 

reacciones de metilación de forma inadecuada), la homocisteína es 

metabolizada rápidamente para dar lugar a la cisteína (Fig. 1) [Ingrosso D, et 

al, 2009]. Se dice que las metiltransferasas son enzimas bifuncionales, ya que 

permiten la formación de productos metilados y a su vez, aseguran la 

formación de la homocisteína como intermediario en las reacciones 

involucradas [Clarke S, et al, 2001]. 

 

Las modificaciones epigenéticas en el genoma, están reguladas en gran parte 

por las reacciones de metilación del DNA. Es importante mencionar que en 

cuanto a epigenética, se entiende como el estudio de los cambios heredables 
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que ocurren en los productos funcionales de los genes y que no dependen de 

las variaciones en la secuencia de nucleótidos del DNA, por lo tanto, 

representa una importante conexión entre el genotipo, el fenotipo y el ambiente. 

Un ejemplo claro de este concepto, es que, a pesar de que todas las células 

comparten el mismo genotipo, durante el desarrollo se generan diferentes tipos 

de células y órganos con distintas funciones, que también son influenciadas por 

el ambiente. Otros mecanismos que forman parte de la epigenética son los 

RNA no codificantes, los transposones, la acetilación y metilación de histonas, 

los cuales junto con la metilación de histonas, se han comenzado a asociar con 

padecimientos diversos como el cáncer [Santos-Reboucas C.B, et al, 2007]. 

Por su parte, la metilación del DNA mantiene la integridad estructural y 

funcional del genoma, regula la represión transcripcional y la impronta, etc. Los 

dinucleótidos CpG (palindrómicos), sirven como sustratos para las 

metiltransferasas del DNA, que metilan el carbono en la posición 5 de la 

citosina, impidiendo la unión de la maquinaria de transcripción; sin embargo 

existen regiones ricas en CpG (denominadas islas CpG), las cuales no están 

metiladas, debido a que se asocian a las regiones promotoras de genes 

constitutivos [Ulrey C.L, et al, 2005]. 

 

Existen cuatro genes distintos que codifican para las diferentes isoformas de 

las metiltransferasas para DNA (DNMT), de las cuales, tres son activas y tienen 

un alto grado de homología entre ellas, son: DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. 

Estas enzimas tienen un grado de especialización que depende del receptor 

del grupo metilo, como en el caso de la DMNT1 que actúa sobre el DNA 

hemimetilado, y está involucrada en el mantenimiento de la metilación del DNA 

después de la replicación; por su parte, las DNMT3A y DNMT3B se encargan 

de metilar de novo el DNA desmetilado, como aquel que se observa durante la 

embriogénesis. Se dice que las DNMT1 y DNMT3B son dependientes del ciclo 

celular, mientras que la DNMT3A es independiente del ciclo celular [Ingrosso D, 

et al, 2009]. 

 

La inhibición en las reacciones de metilación del DNA debido a los altos niveles 

de homocisteína se ha observado in vitro e in vivo tanto en animales como en 

humanos. Además, es importante mencionar, que se ha encontrado DNA 
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genómico en un estado hipometilado en individuos homocigotos para el 

polimorfismo C677T del gen MTHFR en leucocitos de sangre periférica [Stern 

L.L, et al, 2000; Friso S, et al, 2002]. Por lo tanto, los niveles altos de 

homocisteína y esta variante, indican una desregulación en las reacciones de 

metilación del DNA y por lo tanto una alteración en la regulación epigenética. 

Lo anterior tiene como consecuencia final una aberración en la expresión de 

distintos genes, ya sea inhibiendo la expresión de aquellos genes 

indispensables (como los genes supresores de tumor) o promoviendo la 

sobreexpresión de aquellos que pueden tener un efecto negativo (oncogenes). 

Sin embargo, es importante aclarar que los niveles de homocisteína no son los 

únicos determinantes en la metilación del DNA, ya que se encuentran otros 

factores como la impronta, la etapa del desarrollo, entre otros. 
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3.3.2. Folatos y su metabolismo. 

 

El descubrimiento de que la suplementación de ácido fólico periconcepcional 

reduce la ocurrencia y recurrencia de los defectos de tubo neural representó un 

gran avance en la prevención de malformaciones congénitas [Ueland P.M, et 

al, 2001]. Lo anterior se atribuye no sólo a que participa en el catabolismo de la 

homocisteína, si no que también tiene propiedades antioxidantes, además de 

que se ha reportado que tiene un papel importante para mantener la estabilidad 

del DNA a través de la prevención en la incorporación errónea de uracilo en el 

DNA, rupturas en las cadenas del DNA y la formación de micronúcleos [Muñoz 

J.B, et al, 2007]. Por lo tanto, a continuación se describen algunos aspectos 

importantes referentes al ácido fólico. 

 

Estructura y función. 

 

El ácido fólico es una vitamina hidrosoluble que está incluida en el grupo de 

vitaminas del complejo B y fue aislada por primera vez de las hojas de 

espinacas en 1941, para posteriormente ser sintetizada en 1946 [Van der Put 

N.M, et al, 2001]. Su nombre químico es ácido pteroil-L-glutámico, ya que está 

conformado por ácido glutámico, ácido p-aminobenzoico y un núcleo de 

pteridina [Secretaría de Salud, 2003], cuya estructura y algunos derivados de 

interés se muestran en la figura 11. En general, los folatos se refieren a 

diferentes formas de vitaminas constituidas de un anillo de pteridina además 

del ácido p-aminobenzoico y de uno a seis ácidos glutámicos (en general), sin 

embargo, el término de ácido fólico se utiliza para la forma sintética la cual está 

presente en suplementos como tabletas o alimentos fortificados; dicha forma 

sintética se encuentra en forma de monoglutamato, que es rápidamente 

absorbida por el intestino delgado sin ser modificada enzimáticamente [Van der 

Put N.M, et al, 2001]. La forma natural del ácido fólico está representada por 

los poliglutamatos que están unidos por enlaces de tipo amida por el carboxilo 

que contiene el carbono γ, los cuales también son absorbidos en el intestino 

delgado, pero requieren una conversión previa a monoglutamatos [Rosenberg 

I.H, 1986]. Dentro de los poliglutamatos encontrados en las fuentes naturales 
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se encuentran principalmente los derivados del 5-metiltetrahidrofolato y el 10-

formiltetrahidrofolato (Fig. 11). El centro activo, lugar en el que se encuentran 

los grupos funcionales de un carbono que participan en las reacciones 

involucradas en el metabolismo de los folatos, se localiza entre los nitrógenos 

de la posición 5 y 10. En mamíferos, la función de los folatos como sustrato 

está relacionada en varias vías metabólicas que están conectadas entre sí, 

como la biosíntesis de timidilato y purinas (que es indispensable en la síntesis 

del DNA), la síntesis de la metionina a través de la metilación de la 

homicisteína, entre otras (Fig. 1). Como ya se mencionó anteriormente, los 

derivados del folato son donadores de grupos metilo en muchas de las 

reacciones de  metilación del DNA, contribuyendo a la regulación en la 

expresión génica. Por lo tanto, el folato es indispensable en la división, 

diferenciación, viabilidad y función celular. Debido a que las células eucariontes 

son incapaces de sintetizar el folato, requieren de sistemas de transporte y 

dieta adecuada para tener un aporte adecuado de los folatos. 

 

 
 

Fig. 11. Estructura del ácido fólico y algunos de sus derivados. Traducido y modificado de la 
Ref. [Van der Put N.M.J, et al, 2001]. 
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Muchos de los procesos que son vitales para las células, requieren del 

metabolismo de transferencia de un carbono dependiente de los folatos, el cual 

se ilustra brevemente en la figura 1 asociado a otras vías metabólicas. Como 

ya se ha mencionado previamente, los folatos actúan como donadores y 

aceptores de grupos funcionales de un solo carbono (como el metilo) en las 

reacciones enzimáticas en dicho metabolismo de transferencia de grupos con 

un carbono; las unidades de un carbono proceden principalmente del carbono 

en posición β de la serina, aunque también se ha observado que a partir de la 

glicina, metil y dimetilglicina, histidina, entre otros [Pasternack L.B, et al, 1996]. 

Dentro de los procesos en los que están involucrados los folatos están los 

siguientes: 

 

• Biosíntesis de timidina. La reacción para formar el desoxitimidilato 

(dTMP) es catalizada por la timidilato sintetasa, la cual adiciona un grupo 

metilo en la posición 5 del desoxiuridilato (dUMP), en donde el grupo 

funcional de un carbono es obtenido del 5, 10-metilentetrahidrofolato, 

como se muestra en la figura 12. 
 

• Biosíntesis de purinas (adenina y guanina). El compuesto 10-

formiltetrahidrofolato es el donador del grupo formilo para la síntesis de 

novo de las purinas, en este caso, para formar el carbono 2 y 8 de los 

anillos que conforman a las purinas.  

 

• Transferencia de grupos metilo. Dentro de estas reacciones se considera 

que tiene un papel primordial la enzima MTHFR, ya que dirige los grupos 

metilo que se obtuvieron a partir de la serina, histidina y glicina a las 

reacciones de metilación, las cuales son catalizadas por las 

metiltransferasas, que como que mencionó anteriormente tienen un 

papel indispensable en las funciones de la célula. 
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Figura 12. Síntesis del timidilato monofosfato (dTMP). Modificado de 
www.landesbioscience.com/curie. 

 
 

Transporte y absorción. 

 

Como se mencionó anteriormente, el consumo de poliglutamatos a partir de 

fuentes naturales, requiere de una conversión enzimática a monoglutamatos 

para poder ser absorbidos [Rosenberg I.H, 1986]. La enzima que lleva a cabo 

esta conversión es la conjugasa (o γ-glutamilhidrolasa) y lleva a cabo dicha 

conversión en el yeyuno con un pH óptimo de 6.5. El 5-metiltetrahidrofolato en 

forma de monoglutamato, es la principal forma de los folatos que se encuentra 

en circulación, siendo a su vez, la forma trascendental con la que son 

suministradas las células del organismo puesto que es transportado a través de 

las membranas celulares, donde se incluye el transporte a través de la 

placenta, de la barrera hematoencefálica, de las células tubulares renales, 

etcétera [Shane B, et al, 1983]. 
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Se han descrito principalmente tres tipos de transporte para los folatos, los 

cuales son específicos para algunos tipos de células, dependiendo de la 

eficiencia del acarreador y receptor, así como de la concentración dentro y 

fuera de la célula. A continuación se describen brevemente dichos mecanismos 

de transporte: 

 

• Transporte activo mediante un acarreador. Este proceso se lleva a cabo 

por una proteína integral de membrana denominada acarreador de 

folatos reducidos (RFC1), el cual se descubrió debido a que es el 

principal responsable del paso de este nutriente en células tumorales, 

sin embargo también se encuentra presente en células normales de 

todos los tejidos[Matherly L.H, et al, 2003]. Esta proteína tiene una alta 

afinidad por el 5-metiltetrahidrofolato y baja por los folatos no reducidos. 

Se ha establecido que las hélices tipo α de la región transmembranal de 

este acarreador forman un canal a través del cual pasa el folato. El 

mecanismo de transporte es mediante un intercambio aniónico hacia el 

exterior. Se ha establecido que la inactivación del RFC1 conlleva a un 

efecto letal en el embrión [Zhao R, et al, 2001]. 

 

• Transporte endocítico mediado por un receptor. Los receptores de folato 

tienen una gran afinidad por los folatos no reducidos y una menor 

afinidad por los reducidos (como el 5-metiltetrahidrofolato). Este receptor 

se expresa tanto en células epiteliales (tipo α) [Kamen B.A, et al, 2004] 

como en células de origen hematopoyético (tipo β) [Salazar M.D, et al, 

2007]. El folato se une a dichos receptores cuando se encuentra a un 

nivel fisiológico normal, y el receptor tiene una gran afinidad y aumento 

en la expresión del gen que lo codifica cuando el folato se encuentra a 

concentraciones bajas. Los receptores de folato son indispensables  en 

la asimilación, distribución y retención de los folatos provenientes de la 

dieta [Secretaría de Salud, 2003]. La inactivación del receptor tipo α en 

embrión es letal, mientras que deleciones en el gen que codifica para el 

receptor tipo β no está asociado a cambios fenotípicos, sin embargo, 

ambos tipos de receptores se encuentran expresados en la placenta, 

donde se asegura un flujo unidireccional de folatos. Como su nombre lo 
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dice, el mecanismo por el cual se asimilan los folatos en este transporte 

es por endocitosis mediado por una vesícula (Fig. 13). Se ha establecido 

que existen dos formas de este receptor, de las cuales la forma soluble 

se ha asociado a un mecanismo para almacenar los folatos 

principalmente, y la forma que se encuentra en la membrana es la 

implicada directamente con dicho transporte a las células.  

 

• Recientemente se ha identificado un tercer tipo de transportador, el cual 

se denominó transportador de folatos ligado a simporte de protones 

(PCFT), siendo un tipo de transporte facilitado [Zhao R, et al, 2007]. Este 

tipo de transportador se requiere para la absorción intestinal y el 

transporte de folatos a través de la barrera cerebroespinal. Este tipo de 

transporte se lleva a cabo a niveles de pH menores al fisiológico en 

muchos tejidos normales y tumores sólidos. Se ha establecido que este 

receptor tiene una relación con el transporte de folato llevado a cabo por 

el receptor de folato, en la cual el PCFT tiene una función intermediaria 

en la que los folatos son exportados de los endosomas acidificados al 

citoplasma [Wollack J.B, et al, 2008] (Fig. 13). 

 

 
Figura 13. Transporte endocítico mediado por el Receptor de Folatos y la participación del 
PCFT. Modificado de Hoffman R, et al. Hematology: Basic Principles and Practice 5th ed. 
Churchill Linvingstone (2008) de www.mdconsult.com.pbidi.unam.mx.  

 

Poliglutamatos y poliglutamatización. 
 
A pesar de que los monoglutamatos son la única forma circulante de folatos en 

el plasma y la única que es transportada a través de la membrana celular, una 

vez que son introducidos a las células, la forma prioritaria intracelular de folatos 

es en forma de poliglutamatos, ya que son mejor retenidos en las células y son 
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mejores sustratos para las enzimas que participan en el ciclo de los folatos que 

los monoglutamatos [Moran R.G, 1999]. La enzima folipoliglutamil sintetasa 

cataliza la conversión de monoglutamatos a poliglutamatos dentro de las 

células, donde la cadena glutamil formada en la posición γ es resistente a la 

hidrólisis por enzimas proteolíticas [Shane B, 1995].  

Normalmente se posee de 5 a 20 mg folatos en depósitos corporales, de los 

cuales, la mitad se encuentran en el hígado en forma de poliglutamato del 5-

metiltetrahidrofolato, siendo su lugar principal de almacenamiento, mientras 

que se elimina por la orina y las heces fecales [Secretaría de Salud, 2003]. 

 

Adaptación a la deficiencia de folatos. 

 

Cuando existe una deficiencia de folatos, hay una serie de mecanismos a 

través de los cuales el cuerpo intenta adaptarse, que generalmente están 

asociados a un aumento en la ingesta de folatos, en su retención intracelular, la 

modificación en el metabolismo dependiente de folatos y el flujo activo de los 

mismos [Ifergan I, et al, 2008]. Dentro de los mecanismos específicos, los 

cuales dependen de la cantidad de folatos presentes en el cuerpo, se 

encuentran los siguientes:  

 

a) La regulación positiva o negativa de algunas de las enzimas 

dependientes de folatos como la dihidrofolato reductasa y la timidilato 

sintetasa.  

b) La retención celular de los folatos a través de la poliglutamatización. 

c) La sobreexpresión de los 3 tipos de transportadores de folato 

mencionados anteriormente. 

 

Nutrición. 

 

Debido a que el organismo es incapaz de sintetizar los folatos, es 

indispensable consumir alimentos ricos en esta vitamina. Sin embargo, es 

importante considerar que algunas legumbres poseen inhibidores de la 

conjugasa, además que los folatos son inactivados por calor durante la cocción 
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y por la exposición prolongada a la luz UV durante su almacenamiento 

[Secretaría de Salud, 2003]. La excreción de esta vitamina se hace en 

promedio de 40 y 400 µg diarios por la orina y heces respectivamente. La 

Secretaría de Salud considera un indicativo de una deficiencia en folatos 

cuando los niveles intraeritrocitarios son menores a 160 ng/mL, así como los 

menores a 3 mg/mL en suero. Como ya se mencionó anteriormente, esta 

deficiencia en folatos se ve reflejada en la síntesis de DNA y las reacciones de 

metilación. 

Dentro de las fuentes principales de folatos se encuentran los vegetales de 

hojas verdes, el hígado, frutas y jugos cítricos, pan de trigo integral y levadura 

de cerveza, sin embargo, es importante mencionar que el contenido de folatos 

varía de acuerdo a cada alimento. En una publicación de la Secretaría de Salud 

del 2003, se estableció que de los alimentos consumidos en México, las 

fuentes principales de ácido fólico fueron los reportados en la Tabla 4. 

 
Tabla 4. 

Alimentos consumidos en México y su cantidad de ácido fólico. Obtenido de la Ref. 
[Secretaría de Salud, 2003]. 

 
Alimento (100 g) Acido fólico (µg) 
Hígado de pollo 738.0 
Hígado de res 248.0 

Hígado de carnero 220.0 
Berros 200.0 
Perejil 183.0 

Yema de huevo 152.0 
Cacahuate 145.0 
Lechuga 136.0 
Espinaca 140.0 

Almendras 96.0 
Acelga 90.0 
Quelite 85.0 
Brócoli 71.0 
Coliflor 67.0 

Chícharo 65.0 
Aguacate 62.0 

Pan integral (trigo) 39.0 
Plátano 22.0 

 
En México, debido a la alta incidencia de malformaciones congénitas y a la 

asociación de éstas con una dieta deficiente en folatos (además de la alta 

frecuencia de la variable C677T del gen MTHFR), se han establecido en la 

Norma Oficial Mexicana “NOM-034-SSA2-2002, Para la prevención y control de 

los defectos al nacimiento” los siguientes puntos: 
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6.13.3.  “A toda mujer en edad reproductiva se le recomendará una 

ingesta diaria de ácido fólico de 400 microgramos/día o 0.4 miligramos, 

especialmente durante la etapa periconcepcional (tres meses previos al 

embarazo y hasta la semana 12 de la gestación).” 

 

6.13.4.  “En las mujeres en las que, por antecedentes o condición 

social o geográfica, se identifique riesgo alto para defectos del tubo neural 

deberán ingerir ácido fólico (4 miligramos/día los tres meses previos al 

embarazo y las primeras 12 semanas del desarrollo fetal).” 

 

Las razones para seguir las normas anteriores, además de los defectos al 

nacimiento, se mencionarán mas adelante en la sección de patologías 

asociadas, en la que se refuerza la importancia de una dieta adecuada en 

folatos con una aplicación más clínica. 

 

Existen algunos factores que pueden alterar el transporte de folatos, como son 

el uso crónico de etanol, algunos padecimientos hereditarios, entre otros. Se ha 

establecido que la ingesta crónica de etanol es el factor que mayor contribuye a 

la deficiencia de folatos, lo cual puede ser provocado por una mala absorción 

intestinal, la alteración del metabolismo hepatobiliar, una excreción renal 

aumentada y un metabolismo del colon incrementado [Hamid A, et al, 2009]. El 

mecanismo mediante el cual el etanol reduce la absorción intestinal y renal de 

los folatos, es principalmente por la alteración de la unión y la eficiencia de los 

sistemas de transporte; además, se ha establecido que el etanol reduce la 

expresión de los transportadores de folato. Esto tiene una gran importancia 

debido a que el etanol es una toxina que se consume regularmente sobretodo 

por individuos en edad reproductiva y a los efectos severos que puede 

conllevar una deficiencia en folatos, donde se incluye un aumento en el riesgo 

de cáncer y defectos al nacimiento. Además es importante señalar que se ha 

demostrado en algunos estudios que el consumo de etanol aumenta los niveles 

de homocisteína en sangre, debido a una disminución de los folatos disponibles 

[Sachdev P.M, 2005]. 
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Folatos y su relación con la variante C677T del gen MTHFR.  

 

Se ha determinado que la concentración de folatos en eritrocitos varía también 

de acuerdo al genotipo respecto a la variante C677T del gen MTHFR, 

mencionando que los homocigotos para la variante T hay una acumulación de 

tetrahidrofolatos no reducidos, mientras que en los homocigotos para la 

variante CC es predominante la especie 5-metiltetrahidrofolato [Bagley P.J, et 

al, 1998]; por lo que se ha establecido que la variante termolábil de la MTHFR 

está ligada a la disminución de folatos disponibles  para las reacciones de 

metilación, que a su vez, favorece la síntesis purinas y pirimidinas, entre otros 

acontecimientos tal como ya se ha mencionado [Ueland P.M, et al, 2001] (Fig. 

14).  

 

 
Fig. 14. Efecto del genotipo de MTHFR en la distribución de las especies de folato. El gráfico 
de pastel indica la prevalencia en caucásicos y las flechas el efecto sobre las reacciones de 
metilación para cada genotipo. AdoMet, S-adenosilmetionina; CHOTHF, formiltetrahidrofolato; 
CHTHF, meteniltetrahidrofolato; CH2THF, 5, 10-metilentetrahidrofolato; CH3DNA, DNA 
metilado; CH3THF, 5-metiltetrahidrofolato; DHF, dihidrofolato; dTMP, desoxitimidina 
5′-monofosfato; dUMP, desoxiuridina 5′-monofosfato; FAD, dinucleótido de Flavina y adenina; 
Hcy, homocisteína; Met, metionina; THF, tetrahidrofolato; Protein, proteína; Purines, purinas. 
Modificado de la Ref. [Ueland P.M, et al, 2000]. 
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Mecanismo molecular de la MTHFR y la participación del ácido fólico. 

 

Tal como se estableció previamente, la enzima MTHFR cataliza la reducción 

del 5, 10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, como se observa en 

la figura 11B. También se señaló que el cofactor FAD se une de manera no 

covalente con dicha enzima para aceptar los equivalentes provenientes del 

NADPH y se los transfiere al sustrato. Cabe destacar, que esta reacción es la 

única ruta para sintetizar el 5-metiltetrahidrofolato, el cual, como ya se ha 

mencionado, es utilizado por la metionina sintetasa para convertir la 

homocisteína en metionina [Guenther B.D, et al, 1999] (Fig. 15). La fuente 

principal del grupo metileno del 5, 10-metilentetrahidrofolato es el carbono que 

se encuentra en la posición β de la serina, el cual es transferido al 

tetrahidrofolato por la enzima hidroximetiltransferasa (Fig. 15A).  

 

 
 

Fig. 15. Reacciones involucradas en el metabolismo de los folatos y la homocisteína: 15A- 
Formación del 5, 10-metilentetrahidrofolato. 15B- formación del 5-metiltetrahidrofolato. 15C- 
formación de la metionina a partir de la homocisteína. A: hidroximetiltransferasa, B: MTHFR, C: 
Metionina sintetasa. Modificado de la Ref. [Matthews R.G, 2002]. 

 

Se han establecido diversos mecanismos a través de los cuales ocurre la 

reducción del 5, 10-metilentetrahidrofolato, sin embargo para este trabajo se 

considerará el mecanismo de reacción considerado en mamíferos, en el cual el 

cofactor FAD alternativamente es reducido por el NADPH para posteriormente 
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ser oxidado por el 5, 10-metilentetrahidrofolato [Matthews R.G, 2002; Summer, 

J.S, et al, 1992](Fig. 16). Una vez que se llevó a cabo la reducción del cofactor, 

ocurre una protonación (catalizada por un ácido) del Nitrógeno en la posición 

10, que a su vez conlleva a la apertura del anillo de imidazolidina para formar el 

catión 5-iminio; posteriormente este catión es reducido por la transferencia de 

un hidrógeno proveniente del Nitrógeno en la posición 5 del cofactor FAD 

reducido para formar finalmente el 5-metiltetrahidrofolato (Fig. 16B). 

 

 
 

Fig. 16. Mecanismo de reacción planteado para la reducción del 5,10-metilentetrahidrofolato 
catalizada por la MTHFR. 16A- reducción de FAD. 16B- obtención de 5-metiltetrahidrofolato por 
la oxidación de FAD. Modificado de la Ref. [Summer J.S, et al, 1992]. 

 
La MTHFR humana y de otros eucariontes son homodímeros compuestos de 

subunidades de 70 a 77 kDa, la cual ha sido estudiada principalmente a partir 

de hígado de cerdo [Matthews R.G, et al]. Las determinantes para la unión a 

FAD, NADPH y 5,10-metilentedrahidrofolato están localizadas en el extremo 

amino, mientras que el dominio localizado en el extremo carboxilo se encarga 

de regular la actividad de esta enzima dependiendo de la demanda de S-

adenosil-metionina, además de contener un sitio de unión para este inhibidor 

alostérico (que se une de manera reversible y no covalente para modificar la 

estructura tridimensional del sitio activo), el cual ha sido destacado por estar 

presente únicamente en eucariontes [Guenther B.D, et al, 1999]. Estos estudios 
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indicaron que cada sustrato reacciona en el lado si del FAD (respecto a la 

nomenclatura de diastereoisómeros) y que  sigue una cinética denominada “Bi-

Bi ping-pong”, en la cual una vez que se lleva a cabo la primera reacción y se 

libera el primer sustrato se une el segundo sustrato (uno precede a la unión del 

otro), lo cual también concuerda con el modelo en Escherichia coli, en el que el 

lado re del FAD está completamente obstruido y el lado si está expuesto 

[Matthews R.G, et al]. A pesar de lo anterior, la caracterización de la MTHFR en 

mamíferos (incluyendo la humana), ha sido muy difícil debido a los niveles muy 

bajos de expresión en sus tejidos, además, algunos estudios que utilizaron la 

enzima humana recombinante en bacterias también observaron una baja 

expresión y que por lo tanto no se obtenía la suficiente cantidad de enzima 

para su caracterización bioquímica. Sin embargo, basándose en que los 

dominios catalíticos de esta enzima, en humanos, del extremo amino tienen un 

30% de identidad con las secuencias de Escherichia coli, se estableció que los 

dominios catalíticos poseen estructuras similares, con la diferencia que éstas 

como otros procariontes son mas pequeñas ya que contienen alrededor de 300 

aminoácidos (Fig. 17). Inclusive, la variante que conlleva al cambio de la 

alanina por una valina en la posición 222 se ha imitado con la construcción de 

una mutación que provoca los mismos cambios en la MTHFR de Escherichia 

coli [Guenther B.D, et al, 1999]. 
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Fig. 17. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de la enzima MTHFR de Escherichia 
coli y la humana, basado en el alineamiento simultáneo de 12 secuencias de la MTHFR de E. 
coli y las posiciones de las estructuras secundarias de la enzima. Las hélices y cadenas β 
están representadas por rectángulos y flechas respectivamente, mientras que los residuos que 
interaccionan con FAD están marcadas con asteriscos. También se pueden observar las 
variantes que corresponden a la secuencia de DNA del humano con su respectivo cambio de 
aminoácido determinadas hasta 1999, dentro de las que se encuentra la variante C677T. 
Traducido de la Ref. [Guenther B.D, et al, 1999]. 

 
 

Debido a que, como se mencionó previamente, existe una relación entre la 

deficiente actividad de la MTHFR termolábil con la pérdida de su cofactor FAD, 

un estudio determinó que los niveles elevados de homocisteína total en 

plasma, se debieron a un genotipo homocigoto para la variante T para el gen 

MTHFR y una deficiencia en FAD, lo cual permite demostrar la importancia de 

este cofactor [McNully H, et al, 2002]. Debido a que de aquí en adelante se 

hará referencia a la estructura del FAD, se presenta su estructura en la figura 

18. 
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Fig. 18. Estructura del FAD. Mod. de Berg J.Ml. Biochemistry, Fifth edition. W. H. and Company 
(2002) E.U.A. 

 
Se ha establecido mediante muchos estudios que la MTHFR tiene una 

estructura de barril con 8 hélices α y 8 cadenas β (figura 19); de aquí en 

adelante las hélices y cadenas se designarán como tal, sin las letras griegas. 

Tal como en otras enzimas con esta estructura, el cofactor se une al extremo 

carboxilo de las cadenas β. El anillo de flavina se encuentra dentro del barril, su 

forma plana está paralela al piso del barril y su lado o cara si está expuesta. La 

parte del ribitol y los grupos fosfato está insertada entre las cadenas 4 y 5 del 

barril, la ribosa está sobrepuesta en la hélice 5 y la adenina se extiende a 

través del costado del barril; cabe mencionar que la ubicación del ribitol es 

característico de esta riboflavina al comparar con otras riboflavinas con la 

misma forma. Visto desde una perspectiva lateral, se puede apreciar que la 

cadena 8 y la hélice 8 están mas cortas a comparación del resto que componen 

el barril (Fig. 19B), lo cual abre un surco que va desde la parte externa de la 

enzima hasta la cara si de la flavina. Los sustratos, folato y el nucleótido de 

piridina (que en esta bacteria es NADH), se ha establecido que se unen al 

anillo de la pteridina que se encuentra de forma disponible para facilitar la 

transferencia de hidrógenos, y dicha transferencia se ha establecido que ocurre 

en la cara si del anillo de flavina. También se ha sugerido que el grupo p-

aminobenzoil glutamato del metilentetrahidrofolato entra en el surco formado 

por la enzima, siendo una importante estructura para poder llevar a cabo esta 

reacción [Guenther B.D, et al, 1999]. 
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Fig. 19. Estructura de la MTHFR de E. coli. A – vista a lo largo del eje del barril hacia el extremo 
carboxilo de las cadenas β, la hélice 5 que precede al cambio de alanina por valina está en 
rojo. B - vista perpendicular del eje del barril hacia la cara  o lado si del anillo de flavina, 
mostrando el truncamiento de la cadena 8 y hélice 8 y el surco formado, también se muestra 
donde se localiza el cambio A177V. Obtenido de la Ref. [Guenther B.D, et al, 1999]. 

 
La densidad electrónica que corresponde al anillo de la flavina  y al entorno que 

provee la enzima se puede visualizar en la figura 20A, mientras que las 

interacciones entre FAD y algunos aminoácidos conservados en el sitio de 

unión se muestran en la figura 20B. Los residuos que se unen a FAD se 

encuentran al final de las cadenas 3, 4 y 5 y a lo largo de la hélice 5 (Fig. 19B). 

La estructura de FAD es forzada a entrar por un bucle que provoca que el 

pirofosfato se entierre, lo que provoca a su vez que los grupos ribosa y ribitil 

estén en contacto formando interacciones de van der Waals. En el sitio de 

unión a FAD, destaca también la forma de las cadenas laterales que rodean los 

grupos ribitil y fosfatos formando una especie de cinturón que es asegurado por 

la interacción de la arginina en la posición 118 y el glutamato en la posición 158 

(Fig. 20B), lo cual se ha establecido que tiene una importante participación en 

el aspecto cinético y termodinámico de la unión de FAD. Otra región importante 

es un conector de la cadena 5 con la hélice 5, el cual incluye al glutamato en la 

posición 158 mencionado anteriormente, que encierra los segmentos 

correspondientes a los grupos ribitil, difosfato y ribosa de FAD, por lo que se ha 

establecido que rearreglos en esta región de la proteína deben de ocurrir para 

permitir salir y entrar a FAD del sitio de unión [Guenther B.D, et al, 1999]. 
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Fig. 20. El sitio de unión a FAD. A – densidad electrónica determinada en la cercanía del 
cofactor. Los aminoácidos alrededor de la cara si expuesta son His 88, Asp 120, Thr 182 y Gln 
183; la cadena β2 se encuentra en el primer plano. B – Dibujo mostrando algunos de los 
residuos conservados que tienen en contacto con FAD, el cual está dibujado en el modelo de 
bolas y barras con los átomos coloreados; los carbonos de las cadenas laterales están en color 
azul claro con el oxígeno y el nitrógeno de color rojo y azul fuerte respectivamente. Los 
residuos que conforman el cinturón (Arg 118 y Glu 158) están en color mas oscuro. Obtenido 
de la Ref. [Guenther B.D, et al, 1999]. 

 

Como ya se mencionó, la variante que conlleva al cambio A222V en la MTHFR 

humana fue reproducida en la enzima de Escherichia coli al introducir una 

mutación homóloga que conlleva al cambio A177V. Cuando se compararon las 

propiedades catalíticas de la enzima silvestre y la que tiene la mutación A177V 

no se encontraron diferencias entre la Kcat o la Km ni para el 

metilentetrahidrofolato ni para el NADH. La variante que conlleva al cambio 

A222V en la enzima humana es más termolábil que la enzima silvestre, lo cual 

ocurre también con la enzima recombinante humana expresada en E. coli. 

Cuando se probó su comportamiento de la enzima mutada y silvestre de esta 

enterobacteria, se pudo observar que su desnaturalización era cada vez a 

menores temperaturas cuando se disminuía la concentración de las mismas, 

siendo una temperatura menor de desnaturalización de la enzima mutada. Se 

utilizó la técnica de filtración en gel para demostrar que la MTHFR de esta 

enterobacteria es un tetrámero que se disocia en dímeros cuando se diluye, lo 

cual conlleva a la pérdida de FAD. El valor inicial (medido en velocidad) de 

pérdida de FAD de la enzima mutante fue 11 veces mayor que el observado 

que en la silvestre al hacer diluciones, así como se observó que la 

concentración de la enzima mutada a la cual está unido el 50% de FAD fue de 
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5.9 µM y 1.3 µM para la silvestre, lo que sugiere que la mutación que conlleva 

al cambio de A177V disminuye la afinidad de la proteína por FAD. Por lo tanto, 

esta mutación se estableció que afecta el equilibrio entre los tetrámeros y 

dímeros, favoreciendo la formación de los dímeros [Guenther B.D, et al, 1999]. 

Debido al papel esencial de FAD para la actividad de esta enzima, esta 

mutación conlleva a que haya una disminución en la misma, disminuyendo 

hasta diez veces comparando con la silvestre.  

 

En este trabajo, basándose en los reportes asociados a la protección del ácido 

fólico para la prevención en los defectos de tubo neural y otros padecimientos 

asociados a la deficiencia de la MTHFR, examinaron el efecto que se producía 

al adicionar folatos. Con esto, observaron que al agregar metiltetrahidrofolato 

se reducía la pérdida de FAD tanto en la enzima silvestre como en la mutada, 

que disminuía proporcionalmente al aumentar la concentración de este folato, 

aunque la enzima mutada requirió niveles mucho mas altos para poder 

conseguir este efecto y llegar a los valores parecidos a los que se obtuvieron 

con la enzima silvestre. Sin embargo, corroborando lo anteriormente 

mencionado, se percataron de que los derivados con triglutamato eran mas 

efectivos que aquellos con monoglutamato, demostrando así un mayor efecto 

protector por parte de aquellos derivados con poliglutamatos. La adición de 

metiltetrahidrofolato a los extractos de las enzimas promovió la protección en 

contra de la inactivación por calor, aunque sobresalió la protección de la 

enzima mutada; in vivo se obtiene un resultado parecido, ya que los derivados 

de los folatos son capaces de estabilizar la enzima [Guenther B.D, et al, 1999]. 

En aquellos individuos homocigotos para la variante C677T del gen MTHFR, la 

pérdida de FAD es disminuida en aquellos individuos en los que se aumenta el 

consumo de folatos, así como también disminuyen los niveles de homocisteína 

en plasma. 

 

La mutación que provoca el cambio de A177V afecta la unión de FAD pero este 

residuo que cambia no forma parte del sitio de unión a este cofactor, además, 

de que la alanina en la posición 177 se encuentra cerca del fondo del barril, 

fuera de contacto directo de la flavina con los residuos conservados que son 

esenciales para la actividad o para la unión de los folatos (Figs. 19B, 21). Este 
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residuo se localiza en el asa que conecta la hélice 5 con la cadena 6, que 

encierra átomos de la lisina en la posición 172 justo antes del giro que da la 

hélice 5, así como también residuos conservados como la valina de la posición 

136 de la hélice 4 y la valina 149 en la cadena 5; por lo que se estableció que 

esta mutación puede perturbar estas interacciones y afectar la estructura 

secundaria que es conformada por los residuos vecinos. Se estableció que 

estos cambios se pueden propagar hasta los sitios de unión a FAD por la 

perturbación de la hélice 5, la cual contiene residuos como lisina, aspartato y 

asparagina  que interactúan con los grupos fosfato y ribosil. Este cambio 

también se asocia a alteraciones en la forma tetramérica [Guenther B.D, et al, 

1999]. 
 

 
Fig. 21. Cambio A177V. La localización y el entorno de la Ala 177 que corresponde al sitio 
donde se lleva a cabo el cambio A222V de la MTHFR humana. La vista es perpendicular al eje 
del barril y está orientada para mostrar la hélice 5 y las cadenas vecinas. La porción con la 
sombra abarca los residuos 171 a 176, las nubes rojas representan el volumen ocupar por la 
Ala 177, mientras que la verde representa a la Val 177 que se traslapa con la hélice 5. Los 
demás residuos señalados son aquellos que interaccionan con FAD. La posición 177 se 
encuentra cerca del extremo amino de la cadena 6. Obtenido de la Ref. [Guenther B.D, et al, 
1999]. 
 
En un estudio más reciente [Pejchal R, et al, 2006], para estudiar los efectos 

del cambio A222V de la MTHFR humana, también utilizaron el modelo en 

Escherichia coli, retomando la importancia de que este cambio de aminoácido 

que reside entre la hélice 5 y la cadena 6 puede tener un efecto estérico en el 

que la valina se superpone con la hélice 5 desplazándola, y a su vez, 

modificando los sitios de unión a FAD (Fig. 21). Sin embargo, en este estudió 

se utilizó un análogo del 5-metiltetrahidrofolato con dos grupos azo (N=N) en 

las posiciones 5 y 10 y con el anillo p-aminobenzoilo sustituido por un tiofeno 

(en forma de monoglutamato), denominado LY309887, el cual ocupa los 
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mismos sitios de unión que su análogo [Pejchal R, et al, 2006]. Primero 

determinaron la estructura secundaria del monómero con la presencia de FAD 

y LY309887 (Fig. 22), la cual se compara en esta figura con la obtenida del 

estudio anterior para visualizar el sitio de unión del derivado del folato.  

 

 
 

Fig. 22. Comparación del monómero unido con FAD y LY309887 en modelos de barras y bolas 
(lado izquierdo) con el modelo del mismo monómero solo con FAD. La superficie formada por 
la cadena 8 y el asa que une a esta misma cadena con la hélice 8 es en donde se acomoda el 
análogo del folato, cerca de la hélice marcada como 7A. Modificado de las Ref. [Guenther B.D, 
et al, 1999; Pejchal R, et al, 2006]. 

 
En este estudio, para examinar las alteraciones estructurales resultantes de la 

mutación, se analizaron las estructuras de esta enzima con la variante A177V 

con y sin el análogo del folato, comparando con las estructuras de la enzima 

silvestre y los complejos resultantes con el metiltetrahidrofolato o con NADH, y 

estableciendo las diferencias en las posiciones atómicas. Respecto a lo 

anterior, se encontraron principalmente alteraciones estructurales en donde el 

cambio A177V repercute sobretodo en los residuos del 165 al 180. Reforzando 

lo anteriormente mencionado, se encontraron diferencias significativas 

atribuidas al cambio de alanina por valina en la hélice 5 y la región que conecta 

dicha hélice con la cadena 6, comparando con la enzima silvestre; en esta 

región se encontró que la cadena lateral de la asparagina en la posición 168 de 

la hélice 5 adopta una nueva conformación, además de que algunos 

segmentos y sobretodo el extremo carboxilo de la hélice 6 están modificados. 

En cuanto a los cambios observados en el conector o asa de la hélice 5 y la 

cadena 6 provocados por un efecto estérico (Fig. 23), se destacó que la 

introducción de la valina en la posición 177 conlleva a un traslape de la cadena 
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lateral de este aminoácido con los oxígenos de los residuos en la posición 172 

y 179, así como con el carbono α del residuo en la posición 173, que están en 

una posición inferior debido a la extensión del asa y el desplazamiento de la 

hélice 5, lo cual se puede apreciar mejor con el cambio de ángulo de la lisina 

que es el residuo de la posición 172 (Fig. 23B).  A pesar del desplazamiento de 

la hélice, el grupo amino de la lisina mantiene su interacción con FAD (Fig. 

23C), sin embargo, las interacciones y conformaciones de la cadena lateral de 

la asparagina en la posición 168 están completamente alteradas. Este rearreglo 

de la asparagina tiene como consecuencia el rompimiento de un puente de 

hidrógeno con el oxígeno de la adenina fosfato (de FAD) y genera uno nuevo 

con el oxígeno en la posición 2’ de la adenina ribosa, así como también 

incrementa la movilidad de la arginina en la posición 171 que se acompaña por 

la exposición al medio (solución o solvente) de la adenina fosfato. Por su parte, 

la arginina  en la posición 171 se mueve hacia el medio en respuesta al 

desplazamiento de la asparagina, lo que provoca a su vez que el anillo de la 

adenina no esté contraído por el contacto con el carbono en la posición 8 de la 

asparagina; el desplazamiento de la arginina en la posición 171 también 

provoca una ruptura con el nitrógeno en la posición 7 de la adenina. Todos 

estos cambios conllevan a un cambio en las interacciones de FAD con esta 

enzima sumado a la exposición al medio de la adenina fosfato y el nitrógeno en 

la posición 7 de la adenina, provocan que la unión de FAD con la enzima 

mutante sea más débil que con la enzima silvestre [Pejchal R, et al, 2006]. 
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Fig. 23. Modificaciones provocadas por la variante A177V de la MTHFR de E. coli. A- 
Alteraciones en el sitio de la mutación y su propagación para la hélice 5, se muestra el traslape 
estérico que resulta del cambio de alanina por valina en la posición 177 y algunas de las 
regiones y aminoácidos afectados. B- Cambios estructurales en el asa que conecta la hélice 5 
con la cadena 6, donde se sobreponen las estructuras moleculares de esta parte de la enzima 
silvestre (de color blanco) con las mismas de la enzima con el cambio A177V (de color 
amarillo), ambas con los átomos de distintos colores. C- Efecto del cambio sobre las 
interacciones de FAD con la enzima (conforme a lo establecido en el texto) teniendo al centro 
la Asn168 de la hélice 5, los colores corresponden a la enzima silvestre y mutada de acuerdo a 
la figura B; en la enzima mutada la Asn168 (que interacciona con PA en la silvestre)  sufre un 
rearreglo que provoca que se interponga el medio entre la PA y la hélice próxima; la Arg171 
interactúa con el medio en lugar de con la adenina. PA: grupo adenina fosfato, W: medio, 
solvente o solución también señalado su interacción con color rojo. Obtenido de la Ref. [Pejchal 
R, et al, 2006]. 

 
Para determinar el efecto protector de cómo el folato previene la pérdida de 

FAD, utilizaron el análogo del 5-metiltetrahidrofolato ya mencionado (Fig. 24). 

En este complejo, el anillo de deazapterina del LY309887 está frente a la cara 

si del anillo de isoaloxacina de FAD, con la cadena lateral del carbono sobre la 

superficie formada dentro del fondo del barril. Las interacciones entre el 

LY309887 y la enzima, son muy similares con las observadas en las 

interacciones  de ésta con el 5-metiltetrahidrofolato, con la diferencia de que el 

metiltetrahidrofolato contiene el grupo metilo en la posición 5, lo que hace que 

el anillo correspondiente esté menos cerca del anillo isoaloxacina de la flavina, 
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además de otras diferencias (Fig. 24B). Tanto el anillo deazapterina del 

LY309887 y el de pterina del metiltetrahidrofolato, están orientados por 

interacciones similares con el aspartato y la glutamina de las posiciones 120 y 

183 respectivamente, mientras que el anillo de tiofeno ocupa el mismo hueco 

hidrofóbico que el anillo del acido p-aminobenzóico del metiltetrahidrofolato 

[Pejchal R, et al, 2006]. 

 

 
 
 

Fig. 24. Interacciones entre la MTHFR de E. coli y el LY309887 y el metiltetrahidrofolato. A- El 
anillo de 5-deazapterina interactúa mediante puentes de hidrógeno con Asp120 y Gln183, que 
son residuos conservados entre bacterias y mamíferos; el anillo de isoaloxacina y el de pterina 
se encuentran en contacto por fuerzas de van der Waals; el tiofeno se encuentra colocado 
entre Phe223 y Leu277; y existen puentes de hidrógeno entre Gln 129 y Arg33 con los 
carboxilatos de la posición α y γ de la cola de glutamato del LY309887. B- Comparación de la 
unión del LY309887 y el metiltetrahidofolato, el complejo formado entre el análogo de folato y la 
enzima (color verde) se encuentra sobrepuesto con el complejo del 5-metiltetrahidrofolato y la 
enzima (color azul). El círculo rojo indica el grupo metilo del metiltetrahidrofolato. Obtenido de 
la Ref. [Pejchal, R, et al, 2006]. 

 
Como ya se ha establecido, muchos folatos tienen un efecto protector en contra 

de la disociación de FAD y la pérdida de actividad de la enzima MTHFR, entre 

los que se encuentran el 5-metiltetrahidrofolato, dihidrofolato, 5, 10-

metilentetrahidrofolato y el LY309887 [Pejchal R, et al, 2006]. Uno de los 

mecanismos mediante el cual los folatos favorecen la unión de FAD es a través 

del apilamiento de los anillos de pterina e isoaloxacina, lo cual se cree que 

provee de energía libre favorable para la interacción. Además, los folatos 

pueden afectar la unión de FAD de manera indirecta a través de cambios 

conformacionales que son inducidos por la unión de los folatos. Existen 

conformaciones alternas de “abierto” y “cerrado” que son adoptadas por las 

asas L2 y L4 (que corresponden a los aminoácidos 61-67 y del 118-131 

respectivamente) que dependen del pH y la presencia de ligandos (Fig. 25). La 
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conformación cerrada de las asas L2 y L4 forman puentes de hidrógeno que no 

existen en las conformaciones abiertas, los cuales son: el grupo NH del residuo 

en la posición 62 y el grupo NH del residuo en la posición 120 interaccionan 

con los oxígenos de la flavina en la conformación cerrada de L2 y L4 

respectivamente. En base a lo anterior, se sugirió que la afinidad de FAD debe 

estar regulada por la apertura de estas asas. Al comparar la enzima silvestre 

sin folato y el complejo de la enzima con el metiltetrahidrofolato a pH de 7.4, se 

visualizó que la unión del metiltetrahidrofolato induce el cierre del asa L4, 

estableciendo  que los folatos permiten que el asa L4 se encuentre en la 

conformación cerrada. Por su parte, el asa L2 permanece cerrada 

independientemente de la presencia de folatos a un pH de 7.2. Por lo tanto, 

considerando que el pH mencionado es  cercano al pH fisiológico normal (7.35 

a 7.45), tanto el L2 como el L4, están cerrados cuando el metiltetrahidrofolato 

se une, por lo que la enzima tiene más interacciones directas con FAD en la 

presencia de folatos que en la ausencia de los mismos, disminuyendo la 

inactivación de la MTHFR [Pejchal R, et al, 2006]. 

 

 
 

Fig. 25. Conformaciones del asa L2 y sus interacciones con el anillo de flavina. Obtenido de la 
Referencia. [Pejchal R, et al, 2006]. 
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3.3.3. Padecimientos asociados al polimorfismo C677T, niveles 

plasmáticos de homocisteína y folatos. 

 

Como se mencionó al principio de esta sección, existe una clara relación entre 

los dos puntos anteriores, que a su vez están vinculados con la variante 

C677T, sobretodo en las vías metabólicas implicadas. En un estudio realizado 

recientemente se estableció que en población india, como cuando se presenta 

la variante C677T en la población de África (de la cual no se han encontrado 

individuos sanos homocigotos en muchos estudios), es más susceptible a los 

niveles altos de homocisteína, además de que existe una asociación positiva 

entre la homocisteína y este polimorfismo con el género masculino, el consumo 

de alcohol, tabaco, diabéticos e hipertensos [Vinukonda G, et al, 2009]. 

 

Además se han llevado a cabo estudios en modelos animales de ratón en los 

cuales se relaciona la deficiencia de la MTHFR en ratones knockout para el gen 

Mthfr (mediante la inserción de un vector que tiene como blanco el gen Mthfr), y 

las consecuencias de dicha deficiencia. Uno de los primeros estudios de este 

tipo que se realizaron, estableció que los niveles de homocisteína total 

plasmática en ratones knockout homocigotos y heterocigotos eran de 1.6 a 10 

veces mas altos que los observados con genotipo silvestre respectivamente, 

así como la elevación de la S-adenosilhomocisteína y la disminución en los 

niveles de S-adenosilmetionina y en el estado de metilación del DNA. Mientras 

que el ratón heterocigoto para esta mutación parecía normal, el homocigoto era 

de menor tamaño y con retrasos en el desarrollo al comparar los demás 

ratones de la misma camada; conforme estos ratones crecieron se observó una 

acumulación de lípidos en la aorta que se asocia al efecto aterogénico que 

conlleva la deficiencia de esta enzima [Chen Z, et al, 2001]. Un estudio más 

reciente, en el que se utilizó la misma técnica para obtener los ratones 

knockout, estableció que la deficiencia en la MTHFR aunado a una deficiencia 

en folatos incrementa el riesgo en la pérdida gestacional, así como  el riesgo de 

tener descendencia con retraso en el crecimiento intrauterino y con 

cardiopatías congénitas, sin embargo, se utilizaron ratones heterocigotos ya 

que encontraron que la mortalidad era muy alta en aquellos ratones 
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homocigotos [Deqiang L, et al, 2005]. Cabe mencionar que los anteriores son 

modelos que consideran la total deficiencia de la enzima MTHFR, sin embargo 

los hallazgos encontrados en el fenotipo son parecidos a los encontrados en 

individuos humanos con la variante C677T (para los ratones heterocigotos), lo 

que permite visualizar el efecto de este polimorfismo en la enzima. 

 

3.3.3.1 Polimorfismo C677T y cáncer. 

 

Se han establecido muchas teorías en las que se supone una relación de la 

deficiencia en la MTHFR con el cáncer, las cuales predisponen un efecto 

negativo o favorable. En cuanto al efecto favorable o de protección, se ha 

establecido que la deficiencia en la MTHFR tiene como consecuencia una 

acumulación en la cantidad total de 5, 10-metilentetrahidrofolato, que sirve 

como donador de metilos para la síntesis de timidina. Lo anterior, puede 

conllevar a una reducción en la incorporación errónea de uracilo en el DNA (ya 

que se obtiene timina a partir de la metilación del uracilo), que puede resultar 

en la ruptura de la doble cadena del DNA durante la reparación del mismo, 

siempre y cuando se cuente con un nivel adecuado de folatos. También se ha 

hecho la suposición de que el gran requerimiento de síntesis de DNA necesario 

para la rápida proliferación de las células tumorales se vería afectada por las 

deficiencias en folatos, sin embargo esto también afectaría a las células 

normales. Por lo anterior, se realizó un estudio para establecer el efecto de 

este polimorfismo en 71 pacientes con leucemia linfocítica aguda, en el cual, al 

comparar con 114 controles se asoció a una disminución de 4.3 veces el riesgo 

de esta enfermedad debido a la menor proporción del genotipo 677TT en los 

pacientes; sin embargo, en el mismo estudio, se incluyeron aparte 237 casos 

con leucemia mieloide crónica y 344 controles, sin embargo no se encontró una 

diferencia estadísticamente significativa, lo cual sugirió la importancia del 

impacto de la variante C677T en el desarrollo de la leucemia linfocítica aguda 

[Skibola C.F, et al, 1999]. Otro grupo encontró que al estudiar 253 pacientes 

pediátricos con leucemia  y 200 controles, el polimorfismo se asociaba a un 

efecto de protección en pacientes con leucemia que portaban los rearreglos 

cromosómicos de la leucemia mixta (linfocítica y granulocítica), así como en 
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aquellos con genotipo 677TT y 1298CC en leucemias hiperdiploides [Wiemels 

J.L, et al, 2001].  

 

Por otra parte, debido a que la deficiencia de la MTHFR conlleva a una 

alteración en las reacciones de metilación del DNA (como la hipometilación del 

DNA genómico), que es una característica común en las neoplasias ya que 

puede provocar la sobreexpresión de oncogenes o el silenciamiento de los 

genes supresores de tumor, se ha asociado la variante C677T con un efecto 

negativo en el desarrollo del cáncer. Lo anterior, fue corroborado en un estudio 

en el cual se buscaron variaciones en genes que codifican para proteínas que 

catalizan las reacciones de metilación en 233 pacientes con distintos tumores 

sólidos, ya que encontraron una asociación positiva con la variante C677T y la 

alteración mencionada en la metilación del DNA en dichos pacientes [Zúñiga-

Noriega JR, et al, 2007]. Otro estudio que refuerza lo anterior, es aquel que se 

realizó en 96 personas sanas, en el cual se determinó que el genotipo 677TT 

está asociado a una disminución en el patrón de metilación del DNA 

[Govindaiah V, et al, 2009]. 

 

Un estudio del 2008 realizado en México, que incluyó 51 pacientes con cáncer 

gástrico distal y 83 controles étnicamente similares, se basó en que los niveles 

bajos de folatos (debido a una dieta deficiente en los mismos) y la presencia de 

esta variante puede conllevar a un incremento de uracilo en el DNA, y por lo 

tanto el desarrollo de cáncer gástrico distal, sin embargo, no se encontró 

asociación en la población estudiada. Se estableció que en los resultados 

obtenidos no hubo dicha asociación ya que al suplementar una dieta adecuada 

en folatos, los niveles de folato en el epitelio gástrico aumenta hasta dos veces 

mas que el observado en el plasma, confiriendo una posible protección al 

desarrollo de tumores en esta zona [Cardona H, et al, 2002]. 

 

3.3.3.2. Pérdida gestacional recurrente y padecimientos relacionados. 

 

La pérdida de tres veces o mas consecutivas del embarazo en el primer 

trimestre o a principios del segundo, se ha definido como pérdida gestacional 

recurrente (PGR) [Castro R, et al, 2004]. Tiene una prevalencia en menos del 
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5% de los embarazos de acuerdo a la Sociedad Americana de Medicina 

Reproductiva (aunque en algunas publicaciones se menciona que esta cifra 

corresponde a dos pérdidas consecutivas), mientras que a partir de las tres 

pérdidas consecutivas consideradas se dice que la frecuencia es menor al 1% 

[Zúñiga-Noriega J.R, et al, 2007]. Existen diversos factores que contribuyen en 

aproximadamente el 50% de los casos, como son: la exposición a agentes 

tóxicos, aberraciones cromosómicas, defectos en el útero, enfermedades 

hormonales, factores inmunológicos, enfermedades en el proceso de 

coagulación, infecciones, entre otras. La etiología del otro 50% de los casos es 

desconocida [Strobino B, et al, 1982].  

 

Se ha demostrado que alteraciones en el metabolismo de los folatos y las otras 

vías implicadas, como la deficiencia de folatos, la hiperhomocisteinemia 

materna y la variante C677T, contribuyen a la etiología de la PGR en distintas 

poblaciones [Wouters M.G, et al, 1993]. Dentro de estos factores, se ha 

estipulado que la etiología del padecimiento se debe a que la homocisteína 

tiene un efecto tóxico directo para el embrión, misma que tiene un efecto para 

incrementar el potencial trombogénico, a que existe una alteración en la 

relación S-adenosilmetionina/S-adenosilhomocisteína, a una posible 

incorporación errónea de uracilo en el DNA, a la formación de micronúcleos y 

un efecto genotóxico [Castro R, et al, 2004]. Lo anterior se ha determinado que 

puede tener un gran impacto en las distintas poblaciones del mundo debido a la 

heterogeneidad que tiene la prevalencia de la variable C677T, por lo que se 

han realizado diversos estudios para establecer la asociación de este 

polimorfismo con la PGR en distintas poblaciones. 

 

Un estudio realizado en Colombia con 93 mujeres con historia de PGR y 206 

mujeres de grupo control, buscó la asociación entre el genotipo de la variante 

C677T y los niveles de homocisteína. Este estudio tuvo como antecedente el 

hecho de que se encontró una frecuencia del alelo T de alrededor de 36%, la 

cual es relativamente alta al comparar su frecuencia con otros países (pero 

menor a la de México). Sin embargo, no se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa al comparar con los controles, lo cual fue 

atribuido a la dieta rica en folatos y a los productos sintéticos que contienen 
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ácido fólico [Zúñiga-Noriega J.R, et al, 2007]. Por el contrario, estudios 

realizados en Brasil y Uruguay, encontraron una diferencia estadísticamente 

significativa que apuntaba a un mayor riesgo de PGR en aquellas madres con 

el alelo mutado respecto a las madres del grupo control [Wouters M.G, et al, 

1993; Couto E, et al, 2005]. 

 

En un estudio publicado en el 2009, se reclutaron del año 1999 al 2006 140 

parejas con una historia de pérdida gestacional recurrente excluyendo factores 

de riesgo independientes de la hiperhomocisteinemia y la variante C677T, así 

como también se incluyeron 140 parejas controles con una historia reproductiva 

normal (con dos o más hijos y sin pérdida gestacional) [Castro R, et al, 2004], 

ambos del sur de la India. En este estudio no se encontró una asociación entre 

la edad materna y la PGR, contrario a lo que se observó en el aumento de la 

edad paterna, tal vez debido a la mayor frecuencia de aberraciones 

cromosómicas en las células germinales, a un aumento en el daño al DNA, 

aneuploidía, entre otras causas [Slama R, et al, 2005]. En cuanto a los niveles 

de homocisteína se encontró que están aumentados en las parejas con PGR 

con respecto a los controles, incrementando el riesgo de este padecimiento de 

4 a 7 veces dependiendo si se trata de la madre o el padre respectivamente, 

estableciendo que puede ser un factor independiente de la PGR; un aumento 

de los niveles de homocisteína en ambos individuos se encontró en el 7% de 

las parejas con PGR, mientras que ninguna de las parejas controles estaba en 

esta situación. Respecto a los genotipos de la variante C677T, se encontró una 

asociación estadísticamente significativa con el genotipo homocigoto para la 

variante C677T en el padre, además de que se encontró una asociación 

positiva entre el genotipo y los niveles de homocisteína, lo cual tiene asociación 

con la PGR por el daño al DNA. Los niveles de homocisteína asociados a un 

mayor riesgo en los padres, se estableció que se debió a la mayor proporción 

del alelo T en los individuos hombres estudiados, así como al efecto protector 

de los estrógenos en el aumento de los niveles de homocisteína en las 

mujeres. El daño al DNA determinado por la presencia de micronúcleos, 

determinó el efecto de los niveles altos de homocisteína sobre el DNA en 

dichos pacientes. 
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Además de los estudios mencionados anteriormente, muchos autores han 

encontrado una asociación positiva con la hiperhomocisteinemia y la variante 

C677T con la PGR sobretodo en madres. Un ejemplo de lo anterior, es un caso 

en el que se reportaron 5 pérdidas de embarazo consecutivas en una mujer 

con el genotipo homocigoto para la variante mutada e hiperhomocisteinemia, 

aunado a la alta prevalencia de hiperhomocisteinemia (12%), deficiencia en 

folatos (15%) y la presencia del genotipo CT y TT (20%) que fueron reportados 

en 100 mujeres con PGR [Quere I, et al, 1998]. Otro estudio estableció que la 

deficiencia en folatos y la hiperhomocisteinemia estaban asociadas al aumento 

en el riesgo de la PGR alrededor de 3 veces a comparación de los controles, 

ante lo cual, se sugirió que el aumento en los niveles de homocisteína pueden 

estar asociados con una presencia de vasos sanguíneos coriónicos anormales 

[Nelen W.L, et al, 2000]. A pesar de las asociaciones positivas mencionadas, 

un meta-análisis basado en 26 estudios en el que se incluyen 2120 casos de 

PGR y 2949 controles, encontró que no había una asociación estadísticamente 

significativa con el genotipo TT y la PGR [Ren A, et al, 2006], contrario a lo que 

encontró en otro meta-análisis realizado anteriormente [Nelen W.L, et al, 2000]; 

sin embargo es importante considerar en estos casos las poblaciones 

estudiadas, ya que en el primer caso se incluyen a las poblaciones europea y 

china, las cual tienen una menor prevalencia en general del alelo mutado y una 

mejor alimentación. La suplementación de ácido fólico ha demostrado tener 

efectos benéficos al disminuir los niveles de homocisteína y aumentar los 

niveles de folatos tanto en el plasma de la madre como en el líquido amniótico 

[Castro R, et al, 2004]. En el caso de otro estudio realizado en la población 

india, un estudio realizado en 24 mujeres con PGR mostró una prevalencia de 

hiperhomocisteinemia y una deficiencia en folatos a comparación de los 

controles [Kumar K.S, et al, 2003].  

 

Algunos estudios muestran la asociación que existe entre la esterilidad y la 

hiperhomocisteinemia, sin embargo la mayoría están enfocados a la 

fertilización in vitro. Debido a lo anterior, se llevó a cabo un estudio en el cual 

se evaluaron los niveles de homocisteína, el genotipo de la variante C677T del 

gen MTHFR, los niveles de folatos y de vitamina B12 en 20 pacientes con PGR 

y 20 mujeres con esterilidad idiopática [D’Uva M, et al, 2007]. En ambos grupos 
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se determinó la presencia de hiperhomocisteinemia, una alta frecuencia en el 

genotipo homocigoto para la variante mutada y un nivel menor de folatos y 

vitamina B12 al comparar con los controles. Lo anterior concuerda con los otros 

estudios en los cuales se relaciona la hiperhomocisteinemia y la variante 

C677T con PGR, sin embargo, se establece una nueva asociación entre el 

aumento de los niveles de homocisteína y los niveles bajos de folatos con la 

esterilidad idiopática en mujeres. 

 

Recientemente, se ha encontrado evidencia de que la trombofilia (propensión a 

desarrollar trombosis o formación de coágulos sanguíneos) puede tener efectos 

negativos en el embarazo, como es el caso de su fuerte asociación con la 

PGR. Es importante mencionar que dentro de los factores asociados con la 

trombofilia de tipo hereditario, se encuentran el polimorfismo C677T y la 

hiperhomocisteinemia, los cuales como ya se mencionó anteriormente, están 

relacionados con la pérdida gestacional [Robertson B, et al, 2006]. Se llevó a 

cabo un reporte de casos en el cual se incluyeron 8 pacientes con historia de 

PGR, con la variante 677T en homocigosis y con problemas de trombofilia 

únicamente asociados a la variante mutada del gen MTHFR, y con exclusión de 

otras causas independientes de la PGR [Altomare I, et al, 2007]. Se sugirió que 

la tromboembolia observada en estos pacientes se pudo deber a los daños 

causados por la homocisteína en el epitelio vascular, lo que también conllevó a 

un deterioro en la placenta. En cuatro de estos pacientes homocigotos para el 

alelo mutado de la variante C677T se observaron una gran cantidad de 

pérdidas gestacionales a pesar de que sus niveles de homocisteína eran 

normales, lo cual sugiere que existe un mecanismo que no depende tanto de 

los niveles de homocisteína apuntando a una alteración en los patrones de 

metilación. En este reporte, se propuso un tratamiento de estos pacientes con 

heparina (anticoagulante) como un método de intervención terapéutica para 

aumentar la probabilidad de llegar al término del embarazo y disminuir el riesgo 

de recurrencia de pérdida gestacional, teniendo en cuenta el riesgo de una 

hemorragia masiva que puede haber en el momento del embarazo. Dos de las 

pacientes tratadas con heparina han llevado a término con éxito su embarazo, 

en el 2007 se reportó que una de las pacientes estaba en el tercer trimestre de 
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embarazo sin algún problema, y las pacientes restantes hasta ese año estaban 

siendo tratadas con heparina. 

 

3.3.3.3. Fallo renal. 

 

El fallo renal está asociado a un incremento en el riesgo a desarrollar 

enfermedades cardiovasculares, así como a un incremento en los niveles de 

homocisteína [Bostom A.G, et al, 1999]. Estudios han establecido que los 

pacientes con fallo renal que tienen genotipo TT son mas susceptibles a 

desarrollar hiperhomocisteinemia que aquellos con el genotipo CC, sin 

embargo,  tras una suplementación de ácido fólico los niveles de homocisteína 

disminuyen, así como algunos de los efectos relacionados en estos pacientes 

[Ueland P.M, et al, 2001]. Los mecanismos por los que la homocisteína se 

encuentra elevada en pacientes con insuficiencia renal se ha descrito que son 

complejos, ya que la disminución en la eliminación urinaria no es la causa 

principal, si no que se debe básicamente a una alteración en su metabolismo 

[Chauveau P, et al, 1993]. Dentro de los factores asociados, se encuentra la 

pérdida de la parénquima renal, los efectos tóxicos debido a la uremia, la dieta 

restrictiva en proteínas, deficiencia en vitaminas, los fármacos como la 

ciclosporina, factores relacionados con la diálisis, entre otros [Bostom G.A, et 

al, 1997]. Respecto a la uremia, existen estudios donde se sugiere que la 

uremia puede favorecer la hidrólisis de la vitamina B6 en el plasma, el cual es 

un cofactor para las reacciones enzimáticas involucradas en la obtención de 

cisteína a partir de homocisteína. Los pacientes con nefropatía diabética, 

insuficiencia renal crónica, así como la población en diálisis y transplantada, 

presentan hiperhomocisteinemia desde leve a moderada, asociándose los 

niveles más elevados con mayor riesgo de patología cardiovascular [Millán I, et 

al, 1998]. 

 

3.3.3.4. Padecimientos neurológicos. 

 

El cerebro es en particular vulnerable al estrés oxidante, principalmente debido 

a su alto consumo de oxígeno, el uso continuo de glutamato como 
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neurotransmisor, a que el nivel de los antioxidantes es menor que en otros 

órganos, la presencia de células microgliales que pueden producir especies 

reactivas de oxígeno, entre otras causas [Halliwell B, et al, 2007]. 

Se ha tenido un gran interés en la homocisteína y en el metabolismo de los 

folatos a partir de que se estableció que la homocisteína era una neurotoxina y 

un factor de riesgo para la enfermedad cerebrovascular, además de su relación 

con la deficiencia de folatos y la variante C677T del gen MTHFR [Sachdev P.M, 

2005]. Desde hace muchos años, se estableció la relación entre la 

homocistinuria hereditaria y pacientes con retraso mental y epilepsia [Mudd 

S.H, et al, 1983]. Actualmente, se establece que la homocisteína promueve la 

atrofia neuronal en adultos y por lo tanto es un factor de riesgo para la 

enfermedad de Alzheimer [Sachdev P.M, 2005].  

 

Se ha establecido que el aumento de la homocisteína en las neuronas es 

debido a que es rápidamente asimilada a través de un transporte específico, 

además de que el cerebro en particular, es vulnerable a dichos niveles debido a 

que carece de dos vías importantes para la eliminación de la homocisteína 

[Sachdev P.M, 2005](metilación de la betaína y transulfuración) (Fig. 1). Dentro 

de los mecanismos de neurodegeneración descritos, el aumento del estrés 

oxidante, el daño a DNA, la excitotoxicidad y la promoción de la apoptosis, son 

aquellos en los que participa directamente la homocisteína, los cuales se 

encuentran brevemente descritos a continuación y resumidos en la figura 26.  
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Fig. 26. Mecanismos de neurotoxicidad de la homocisteína. (1) La homocisteína actúa como 
agonista al unirse en el sitio del glutamato en el receptor de NMDA, así como también al unirse 
al receptor metabotrópico de glutamato del grupo I (mGluR1) activando la señalización 
intracelular que concluye en la entrada de Calcio al citoplasma. (2) La homocisteína induce el 
estrés en el ER que conlleva a apoptosis. (3) La bomba de calcio y el daño a las mitocondrias 
disminuye los niveles de ATP disponibles. (4) El calcio intracelular y las especies reactivas de 
oxígeno (ERO), dañan a la mitocondria la cual exporta el citocromo c que a su vez activa a la 
caspasa 3 que descencadena la apoptosis. (5) La fragmentación del DNA es una característica 
que indica la apoptosis. Traducido de la Ref. [Halliwell B, et al, 2007]. 
 

• Aumento del estrés oxidante. El aumento de las especies reactivas de 

oxígeno, peróxido de hidrógeno y anión superóxido, se lleva  a cabo de 

acuerdo a lo establecido anteriormente en la sección de homocisteína y 

estrés oxidante. Una suplementación de ácido fólico ha demostrado 

disminuir los niveles de dichas especies reactivas de oxígeno 

considerablemente [Bleich S, et al, 2000]. 

 

• Excitotoxicidad, daño a DNA y apoptosis. La homocisteína participa 

como un aminoácido excitatorio a través de la activación de los 

receptores metabotrópicos de glutamato del grupo I (mGluR 1 y 5) [Shea 

T.B, et al, 2002] y de los receptores de N-metil-D-Aspartato (NMDA) 

[Lazarewicz J.W, et al, 2003], además, algunos derivados de la 

homocisteína como el ácido homocisteico y el ácido cisteico también son 

agonistas de los receptores metabotrópicos de glutamato. Los 
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receptores metabotrópicos de glutamato de tipo I pertenecen a la familia 

de receptores acoplados a proteínas G, los cuales al estar en presencia 

de su ligando activan una serie de mecanismos de señalización 

intracelular en la que la fosfolipasa C genera el trifosfato de inositol (y 

diacilglicerol) como segundo mensajero, el cual llega hasta el retículo 

endoplásmico e interacciona con un receptor, lo que provoca la apertura 

de los canales de calcio y tiene como consecuencia el aumento de los 

niveles de calcio intracelulares; dicho aumento de calcio intracelular 

provoca que la mitocondria lo transporte en su interior para regular sus 

niveles mediante tres mecanismos (transporte uniporte, modo rápido y 

por el receptor de rianodina). Sin embargo, la mitocondria se puede 

sobrecargar de calcio, lo que ocasiona que se abra el poro de 

permeabilidad transitorio, que a su vez, tiene como consecuencia la 

liberación del citocromo c al citoplasma que activa el proceso de 

apoptosis a través de la activación de la caspasa 3 [Lipton S.A, et al, 

1997], lo cual es el principio de la excitoxicidad [Haliwell B, et al, 2007]. 

Por su parte, los receptores de NMDA son receptores de glutamato del 

tipo ionotrópico, ya que al coactivarse con sus dos ligandos (glutamato y 

glicina), y al haber una despolarización en la membrana, provocan la 

apertura de un canal iónico no específico para cationes (al retirarse el 

magnesio), dentro de los que se encuentra el calcio (fig. 27). Es 

importante mencionar, que bajo condiciones fisiológicas normales la 

homocisteína es un agonista parcial del receptor de glicina, por lo que al 

aumentar los niveles de homocisteína ocurre una sobreactivación del 

receptor de NMDA que conlleva al daño excitotóxico, lo cual tiene mayor 

impacto bajo condiciones fisiológicas adversas en las que se altera la 

barrera hematoencefálica. 
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Fig. 27. Receptor NMDA y su activación. Dicha activación depende del potencial que se 
genera por la despolarización de la membrana. Otro catión que pasa a través de este canal 
es el Na+, mientras que se ha encontrado que el Zn2+ inhibe la actividad de este receptor. 
Modificado de la Ref. [Haliwell B, et al, 2007]. 

 

 Se ha establecido que los receptores metabotrópicos del grupo I 

incrementan la actividad de los receptores de NMDA, mientras que los 

del grupo II y III disminuyen dicha actividad. Algunos pacientes con 

hiperhomocisteinemia y animales a los que se les ha administrado 

homocisteína, han presentado convulsiones, lo que demuestra la 

alteración provocada en las señales excitatorias [Feissner R.F, et al, 

2009]; así como también se ha demostrado que al administrar 

antagonistas del receptor de NMDA, la neurotoxicidad debida a la 

homocistinuria es revertida parcialmente. 

 

• La homocisteína también puede causar daño en las neuronas a través 

del estrés inducido en el retículo endoplásmico a través de la expresión 

de las proteínas chaperonas y no chaperonas. El mecanismo del estrés 

inducido en el retículo endoplásmico será abordado en el siguiente 

punto. 
 

Se ha establecido que existe una relación entre los niveles de homocisteína y 

diversos padecimientos neurológicos, de los cuales, la mayoría se basa en el 

daño neuronal descrito. Existen estudios en los cuales se relaciona la 

hiperhomocisteinemia con la atrofia cerebral en ancianos sanos mayores de 65 

años, con la disminución en la habilidad cognitiva en sujetos sin demencia, con 

la atrofia cerebral en sujetos alcohólicos, con la enfermedad de Parkinson, 

entre otras [Sachdev P.M, 2005]. En el último caso, los aumentos de los niveles 
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de homocisteína se han asociado a los efectos secundarios del metabolismo de 

la levodopa (precursor de la dopamina que se utiliza en el tratamiento de las 

enfermedades neurodegenerativas), los cuales se ha establecido que son mas 

severos cuando existe una deficiencia de folatos y la presencia de la variante 

C677T del gen MTHFR [Kuhn W, et al, 2001].  

 

Muchas publicaciones han establecido una asociación positiva entre la 

homocisteína y la enfermedad de Alzheimer (EA), en los que también se 

encuentran relacionados los niveles de folatos, y ambos factores correlacionan 

con la severidad física y dependencia social de los sujetos con esta 

enfermedad [Nilssom K, et al, 2000]. Una suplementación de ácido fólico, junto 

con el tratamiento normal para los pacientes con EA y altos niveles de 

homocisteína, manifestó mejores resultados que cuando solo se administra el 

tratamiento normal. La homocisteína se dice que promueve dos de los 

mecanismos principales a través de los cuales se provoca el daño neuronal, la 

acumulación del péptido β-amiloide y fosforilación anormal de la proteína tau 

[Sachdev P.M, 2005]. En cuanto al primer mecanismo, se ha demostrado que 

la homocisteína presenta un efecto sinérgico para la neurotoxicidad del péptido 

β-amiloide in vitro y en ratones transgénicos que tienen sobreexpresado el gen 

que codifica para el precursor amiloide, mediante el estrés oxidante y la 

promoción de la apoptosis; cabe mencionar, que estos péptidos se generan a 

partir de la proteína precursora amiloidea (que es cortada enzimáticamente) y 

se acumulan hasta formar unas placas denominadas placas β-amiloideas, las 

cuales son insolubles y se desarrollan principalmente en el hipocampo (una 

estructura en el cerebro que ayuda a codificar los recuerdos), y en otras áreas 

de la corteza cerebral que se usan para pensar y tomar decisiones, alterando la 

función de las neuronas y las conexiones con otras células nerviosas, 

provocando la muerte de las mismas. Por otra parte, se ha encontrado que la 

homocisteína promueve la fosforilación de la proteína tau, cuya función es 

estabilizas los microtúbulos. Esta proteína al estar hiperfosforilada, tiene un 

cambio estructural y tiende a formar enredos o marañas características, que 

como consecuencia provoca la desintegración de los microtúbulos, una 

alteración en la comunicación entre  las neuronas y finalmente la muerte. 
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Un meta-análisis realizado en el 2005, incluyó 6 estudios en los que se 

incluyeron un total de 1119 pacientes con esquizofrenia y 1308 controles para 

establecer la prevalencia de la variante C677T en dichos pacientes [Lewis S. J, 

et al]. En este estudio encontraron un aumento estadísticamente significativo 

en el riesgo para esta enfermedad en aquellos individuos homocigotos para el 

alelo mutado, lo cual concuerda con otro estudio en el que además se 

estableció que existe una correlación entre los niveles de homocisteína y el 

riesgo a padecer esquizofrenia [Muntjewerff J.W, et al, 2006]. Estudios más 

recientes confirman la asociación anterior, añadiendo que la severidad del 

fenotipo observado correlaciona con la disminución en los niveles de folatos 

[Roffman J.L, et al, 2008].  

 

Como se puede observar, existen numerosos padecimientos neurológicos 

asociados a los altos niveles de homocisteína y la variante C677T, ya que por 

ejemplo, también se encontró en un meta-análisis un aumento en el riesgo de 

depresión en aquellos individuos homocigotos para el alelo mutado en 

comparación con aquellos homocigotos para el alelo silvestre [Lewis S.J, et al, 

2006]. Sin embargo, se ha establecido que la homocigocidad para la variante T 

confiere un efecto modesto de protección para la migraña clásica o con aura 

(previa distorsión de la visión) [Schürks M.D, et al, 2008]. 

 

3.3.3.5. Aterosclerosis y padecimientos relacionados 

 

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crónico y complejo en el que la 

disfunción endotelial juega un papel primordial en su desarrollo y progresión. 

Es una enfermedad de las arterias grandes e intermedias en la que surgen 

depósitos de grasa (llamados placas ateromatosas) en las superficies internas 

de las paredes vasculares, y se caracteriza por los depósitos de colesterol, la 

infiltración de monocitos, la presencia de células espumosas, etc. Una vez que 

se lleva a cabo la lesión en el endotelio vascular, ocurre la activación del 

endotelio, que tendrá como consecuencia el aumento de la producción de 

especies oxidantes y la disminución en la disponibilidad del óxido nítrico (ON) 

endotelial (por el daño a las células endoteliales que lo producen) [Wei-guo Z, 
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et al, 2009]. Debido a lo anterior, habrá una mayor migración de monocitos que 

darán lugar a las células espumosas (macrófagos con lipoproteínas de baja 

densidad  ingeridas y oxidadas), aumentando la secreción de citocinas 

inflamatorias y quimiocinas que aumentarán el tamaño de la placa junto con la 

acumulación de lípidos; finalmente, dicha placa obstruye el vaso sanguíneo 

hasta romperlo, con la formación posterior de una placa aterotrombótica que 

puede obstruir el paso de fluído (Figura 28). Es importante mencionar que se 

ha establecido que la homocisteína y otros agentes prooxidantes pueden 

provocar la activación del macrófago al promover el estrés oxidante, incluso 

llevándolos a la muerte, lo cual tiene como consecuencia una respuesta 

inflamatoria y la subsecuente pérdida de estabilidad en la placa aterosclerótica 

[Bea F, et al, 2009]. 

 

 
 

Fig. 28. Desarrollo de la placa aterosclerótica. Modificado de Guyton and Hall. Tratado de 
Fisiología médica, 10ª edición, Elsevier Saunders; Madrid, España (2006) 851. 

 

Muchos estudios han demostrado que la hiperhomocisteinemia es un factor de 

riesgo independiente para desarrollar aterosclerosis, ya que es uno de los 

principales agentes que ocasionan la lesión endotelial promoviendo su 

disfunción y la apoptosis de células involucradas en el desarrollo del 

padecimiento (como las células endoteliales), que se ha demostrado que 

también es una característica importante de esta enfermedad [Austin R.C, et al, 

2004]. 

 

En cuanto a la disfunción endotelial, se refiere a la alteración en la homeostasis 

normal presente en el endotelio vascular, donde se incluye la regulación del 

tono vascular, la hemostasis y la inflamación. Dicha disfunción endotelial se 

caracteriza por una alteración en la vasodilatación dependiente del endotelio y 
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sugiere una predisposición a padecimientos cardiovasculares. Se ha 

demostrado mediante modelos animales y en estudios realizados en humanos 

que la hiperhomocisteinemia provoca dicha disfunción a través de diversas 

maneras [Austin R.C, et al, 2004].  

 

Una forma en la que se provoca la disfunción endotelial, es mediante la 

disminución de la disponibilidad del ON, el cual es uno de los principales 

vasodilatadores y es producido por la óxido nítrico sintetasa en las células 

endoteliales a partir de la L-arginina, activada por un complejo de 

calcio/calmodulina y por una cascada de fosforilaciones. Un estudio in vitro 

llevado a cabo en células endoteliales, ha demostrado que el aumento en los 

niveles de homocisteína disminuye proporcionalmente la cantidad de ON 

liberada, que correlaciona con otros estudios in vivo, sin embargo es importante 

establecer que existes distintos mecanismos por los cuales se disminuye la 

disponibilidad del ON [Wei-guo Z, et al, 2009]. Uno de los mecanismos 

involucrados, y el principal para disminuir la disponibilidad del ON y limitar la 

respuesta normal vasodilatadora que se ha demostrado in vitro e in vivo, es a 

través de los agentes oxidantes que aceleran su inactivación al oxidarlo, como 

por el anión superóxido que lo convierten a peroxinitrito; tanto el peroxinitrito 

como el anión superóxido contribuyen a que se alteren los tejidos, resultando 

en la peroxidación de lípidos y, en particular para el peroxinitrito, la 

modificación de las proteínas al nitrar los residuos de tirosina. Recientemente, 

se ha establecido que al aumentar los niveles de homocisteína en células 

endoteliales se incrementa proporcionalmente la generación de especies 

oxidantes lo cual correlaciona con otros estudios in vivo [Wei-guo Z, et al, 

2009].  

 

Otro mecanismo para la disfunción endotelial que se ha establecido, es a 

través de un inhibidor endógeno de la óxido nítrico sintetasa denominado 

dimetilarginina asimétrica, ya que se ha establecido que la homocisteína es 

capaz de inhibir el catabolismo de esta sustancia por la disminución en la 

actividad de las dimetilarginina dimetilaminohidrolasas, que hidrolizan dicho 

compuesto a citrulina y metilaminas [Stuhlinger M.C, et al, 2003]. Por otra 

parte, se sabe que la tetrahidrobiopterina es un cofactor esencial para la óxido 
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nítrico sintetasa y que en la ausencia de este cofactor, puede generar anión 

superóxido a expensas de la síntesis de óxido nítrico; además, la degradación 

de este cofactor se puede llevar a cabo por su oxidación gracias al estrés 

oxidante generado por la hiperhomocisteinemia y, asimismo, la homocisteína 

puede inhibir su síntesis a través de la alteración en la actividad de la 

sepiapterina reductasa que participa en la síntesis de novo y clásica [Topal G, 

et al, 2004]. 

 

Estudios realizados en cultivos celulares han demostrado que la homocisteína 

induce la producción de una gran cantidad de citocinas proinflamatorias, lo cual 

es de gran importancia en la enfermedad de la aterosclerosis, ya que por sí 

misma, se considera como un tipo de inflamación crónica [Austin R.C, et al, 

2004]. Aunado a lo anterior, se ha establecido que la homocisteína, a través del 

estrés oxidante, incrementa los niveles de expresión de la interleucina-8, que 

es un agente quimiotáctico para linfocitos T y neutrófilos; lo anterior lo lleva a 

cabo a través de la activación un factor de transcripción (NF-κB) que estimula 

también la producción de otras citocinas y quimiocinas, la expresión de 

moléculas de adhesión para leucocitos y factores de crecimiento, que aportan 

una importante contribución en la inflamación vascular y la consecuente 

aterogénesis, ya que además se promueve la transmigración de los leucocitos 

circulantes en la lesión provocada por la placa aterosclerótica. También se ha 

comprobado mediante un modelo animal en ratón, que la hiperhomocisteinemia 

puede acelerar la aterogénesis a través de la inflamación vascular, por lo 

general en las etapas tempranas de este padecimiento. Un estudio reciente, 

basándose en el papel indispensable de las células dendríticas en la inmunidad 

adaptativa para la promoción de la aterogénesis, demostró que cuando los 

niveles de homocisteína son incrementados se induce una mayor adhesión de 

las células dendríticas en las células endoteliales, así como un aumento en la 

transmigración al comparar con los controles, lo cual es uno de los pasos 

determinantes para que dichas células se dirijan al lugar donde se encuentra la 

lesión aterosclerótica; tanto la transmigración como la adhesión fueron 

inhibidas parcialmente cuando se administró conjuntamente la enzima 

superóxido dismutasa, lo cual comprueba el efecto de la homocisteína a través 

de la generación de especies reactivas oxidantes [Wei-guo Z, et al, 2009]. 
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Un estudio realizado en ratones homocigotos y heterocigotos para la variante 

C677T mostró una acumulación de lípidos en la aorta, lo cual es una de las 

características mencionadas de las lesiones ateroscleróticas [Austin R.C, et al, 

2004].  

 

Un mecanismo muy interesante a través del cual la homocisteína promueve el 

desarrollo de la aterosclerosis, es por el estrés del retículo endoplásmico (ERE) 

[Austin R.C, et al, 2004]. El retículo endoplásmico es el sitio principal en el que 

se lleva a cabo el plegamiento y maduración de las proteínas 

transmembranales, secretadas y las mismas que pertenecen al retículo 

endoplásmico. Para proporcionar asistencia en el correcto plegamiento de 

nuevas proteínas sintetizadas, así como para prevenir la agregación de los 

intermediarios durante el plegamiento, el retículo endoplásmico posee una gran 

cantidad de moléculas chaperonas (como la calnexina, calreticulina y la 

isomerasa de enlaces disulfuro de proteínas), que actúan como un sistema de 

control de calidad para asegurar que solo las proteínas correctamente plegadas 

sean procesadas para después dirigirse al aparato de Golgi, para su posterior 

procesamiento y secreción. Bajo condiciones patológicas o debido a la 

interacción con agentes que interfieren con la correcta maduración y 

plegamiento de las proteínas, se activa la respuesta por proteínas mal 

Plegadas (RPP), la cual consiste en una ruta de señalización intracelular que 

responde a dicho ERE promoviendo el aumento en la expresión de los genes 

involucrados en la RPP (donde se incluyen los genes que codifican para las 

moléculas chaperonas), atenuando la traducción global de proteínas y 

degradando las proteínas mal plegadas (Fig. 29). Por su parte, la RPP es 

regulada a través de proteínas transmembranales sensoras residentes del 

retículo endoplásmico como IRE-1 (proteína requeridora de inositol), ATF-6 

(activador de factor de transcripción) y PKR tipo cinasa del retículo 

endoplásmico; la activación de dichos sensores depende de su disociación de 

GRP78 (proteína de estrés regulada por glucosa) provocada por el ERE. Como 

resultado, la PRR se encarga de coordinar esta respuesta de manera oportuna 

y eficiente para asegurar la supervivencia de la célula, ya que si hay una falla 

que afecte la función de la RPP o, existe un daño prolongado o severo por el 

ERE, que puede resultar en la apoptosis y contribuir a una gran cantidad de 
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patologías como la enfermedad de Alzheimer, diabetes, enfermedad de 

Parkinson, etc. Como se mencionó anteriormente, uno de los mecanismos 

propuestos mediante el cual se lleva a cabo el daño en el endotelio a través de 

la homocisteína es por el ERE y la activación de la RPP, lo que también se 

complementa con el efecto que tiene la homocisteína y sus metabolitos sobre 

la alteración de la estructura de las proteínas. Corroborando lo anterior, se ha 

demostrado que elevados niveles intracelulares de homocisteína promueven el 

ERE, y a su vez la activación de la RPP, ya que induce la activación de los 

sensores como el IRE-1. Lo anterior se ha demostrado que también induce la 

apoptosis dependiente de la señalización de IRE-1 principalmente. 

 

 
Figura 29. Estrés del retículo endoplásmico (ERE), la respuesta a proteínas mal plegadas 
(RPP) y sus respectivos sensores. La activación de los sensores ocurre por la disociación de 
GRP78 en respuesta al ERE. Una vez activado la RPP, se inicia una vía de señalización 
intracelular que culmina en la disminución de la traducción, el aumento en la expresión de los 
genes que codifican para las chaperonas y la degradación de las proteínas mal plegadas por el 
proteasoma. Traducido de la Ref. [Austin R.C, et al, 2004]. 
 
La enfermedad arterial coronaria es un padecimiento multifactorial, en el cual 

se involucran muchos genes de susceptibilidad y su interacción con el 

ambiente; una de sus causas mas frecuentes es la aterosclerosis, la cual 

provoca que las arterias que suministran la sangre al músculo cardiaco se 

endurezcan y se estrechen [Wei-guo Z, et al, 2009]. Esta patología, es una de 

las principales consecuencias cardiovasculares que son producto de la 

elevación de la homocisteína, en pacientes con otras enfermedades como  

diabetes o daño renal, también es una de las causas principales de muerte. La 

hiperhomocisteinemia ha sido reportada como un factor de riesgo 
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independiente para la enfermedad arterial coronaria, tiene gran significado 

sobretodo en poblaciones con un gran riesgo a padecer estas enfermedades 

cardiovasculares, como en el caso de la población mexicana, que tiene un alto 

riesgo considerando que la frecuencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR 

es la mas alta reportada en las poblaciones del mundo [Dávalos I.P, et al, 

2000]. Recientemente se llevó a cabo un estudio sobre la influencia de esta 

variante en la enfermedad arterial coronaria en población india, ya que como se 

ha establecido, los individuos de esta población con dicha variante son más 

susceptibles a la elevación en los niveles de homocisteína. En este estudio, se 

observó una alta prevalencia de la hiperhomocisteinemia en pacientes con 

enfermedad arterial coronaria al comparar con los controles, la cual fue 

estadísticamente significativa. Una vez que controlaron los factores de riesgo 

convencionales para esta enfermedad, se encontró una asociación entre el 

polimorfismo C677T y esta enfermedad, estableciendo de esta manera, que es 

un factor de riesgo independiente para la enfermedad arterial coronaria 

[Vinukonda G, et al, 2009]. Un meta-análisis demostró también una asociación 

positiva de la hiperhomocisteinemia con la enfermedad isquémica cardiaca 

[Wald D.S, et al, 2002], así como otro estudio determinó que la variante C677T 

es un factor de riesgo para la enfermedad arterial coronaria [Alam M.A, et al, 

2008]. Resulta interesante mencionar, que en una publicación se estableció 

que en población india que reside en Inglaterra no presenta asociación entre la 

prevalencia de este polimorfismo y la hiperhomocisteinemia, así como con la 

enfermedad arterial coronaria [Chambers J.C, et al, 2000]. Se ha establecido 

que esta diferencia en los resultados obtenidos entre ambos estudios se debe a 

la influencia de la dieta, sobretodo a que en países como Inglaterra existe una 

fortificación de los alimentos con ácido fólico [Vinukonda G, et al, 2009]. 

 

3.3.3.6. Malformaciones congénitas y defectos de tubo neural.  

 

Alrededor del 30% de los embarazos termina en aborto espontáneo, la mayoría 

de las veces durante el primer trimestre, como resultado de anomalías 

cromosómicas o de otro tipo. Se ha establecido que alrededor del 2% de los 

recién nacidos vivos presenta malformaciones congénitas que requieren 

intervención quirúrgica [Behrman R.E, et al, 2006]. Los teratógenos (agentes 
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que causan alteraciones en el producto de gestación) asociados a anomalías 

físicas y mentales macroscópicas comprenden diversos microorganismos 

infecciosos (toxoplasmosis, rubeola, sífilis), sustancias químicas (como la 

talidomida, etanol, homocisteína), entro otros. En el caso de cualquier posible 

teratógeno, la extensión y la naturaleza de sus efectos están determinadas por 

las características del individuo expuesto, así como por la dosis y el tiempo de 

exposición. Los sistemas de órganos son más vulnerables durante los periodos 

de crecimiento y diferenciación máximos, en general durante el primer 

trimestre, el cual es denominado organogénesis. En la figura 30 se muestran 

los periodos que se asocian a sensibilidad durante la gestación en diferentes 

partes anatómicas. 

 

 
 

Fig. 30. Esquema que ilustra los periodos sensibles durante el desarrollo gestacional. Los 
cuadros oscuros indican periodos donde se incrementa la sensibilidad; los cuadros claros 
indican periodos menos sensibles a teratógenos a comparación del observado en los cuadros 
oscuros. Obtenido de la Ref. [Behrman R.E, et al, 2006]. 

 

 
Como se puede apreciar en el esquema anterior, en la tercera semana se inicia 

la formación del tubo  neural, el cual es un evento crítico y está asociado a una 

alta susceptibilidad a teratógenos para desarrollar defectos congénitos 

[Secretaría de Salud, 2003]. Posteriormente, en la cuarta semana se lleva a 

cabo la organogénesis, la cual es una de las etapas más importantes del 
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desarrollo embrionario, la cual concluye en la octava semana y también otorga 

una gran susceptibilidad a desarrollar anormalidades congénitas, sobretodo si 

hay exposición a teratógenos cuando no se tiene conocimiento del embarazo, 

lo cual es muy frecuente; dichas anormalidades congénitas dependen de qué 

órgano o estructura se esté desarrollando y diferenciando, ya que confiere 

mayor susceptibilidad en el tiempo en que actúa el teratógeno. 

 

Existe una gran cantidad de información epidemiológica y experimental que 

demuestra la importancia de la interacción de los genes con el ambiente en el 

desarrollo de malformaciones congénitas, resaltando el impacto de los factores 

socioeconómicos, geográficos, étnicos, consideraciones respecto al estado de 

salud de la madre y sobre todo los nutricionales [Finnell R.H, et al, 2004]. 

Respecto a los últimos, existe evidencia que demuestra que el exceso o 

deficiencia de componentes alimenticios específicos pueden afectar el 

desarrollo del embrión. Desde hace algunos años, ha incrementado el interés 

que tiene la participación de factores nutricionales en el desarrollo embrionario, 

en particular las vitaminas B, dentro de las cuales se encuentra el ácido fólico, 

que su suplementación durante el periodo periconcepcional, tiene un efecto 

positivo en la reducción del riesgo para malformaciones congénitas como los 

defectos de tubo neural, cardiopatías congénitas y malformaciones 

craneofaciales. Por su parte, dichas malformaciones están asociadas a 

consecuencias adversas emocionales, económicas y sobre la salud. En México 

se ha establecido que los defectos de nacimiento y las enfermedades genéticas 

constituyen un problema de salud pública, ya que son una causa importante de 

morbilidad y mortalidad  [Zubieta-Ruiz B, et al, 2009]. De acuerdo al informe del 

Consejo Nacional de Población (CONAPO), las enfermedades congénitas 

incrementaron su incidencia a partir de 1997, y desde entonces ocupan el 

segundo lugar de las causas de muerte [CONAPO, 1999]. Por su parte, el 

Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática (INEGI) señaló en el  

2006 que las malformaciones congénitas, deformidades y anomalías 

cromosómicas son la segunda causa de muerte en niños de uno a cuatro años, 

la tercera en niños de cinco a 14 años y como causa de morbilidad general, se 

considera que ocupa el número 20; además, el Anuario Estadístico 2007 del 

Instituto Nacional de Pediatría informó que las enfermedades congénitas 
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presentan una tasa de 11.2 por cada 100 pacientes atendidos (como consulta 

de primera vez), la cual es la más alta para dicho período. En cuanto a la 

importancia en el impacto económico en el país, se ha estimado el costo por 

caso de Espina Bífida en 2 millones de pesos, y el costo de cada cirugía de 

labio paladar hendido entre 30 y 18 mil pesos (en el estado de Querétaro), 

mientras que en el Hospital de Especialidades del Niño y la Mujer la atención 

por meningocele en su hospitalización inicial, cuando nace el bebé, y la primera 

cirugía cuesta 10 mil 500 pesos, por mencionar algunos ejemplos [Secretaría 

de Salud, 2003].  

 

Debido al efecto de protección  que ha demostrado tener la suplementación de 

ácido fólico en contra de este tipo de padecimientos, muchos investigadores se 

han enfocado en estudiar los genes cuyos productos interaccionan con los 

factores nutricionales que tienen impacto en el desarrollo embrionario, como la 

búsqueda de polimorfismos en genes que codifican para las enzimas que 

participan en el metabolismo de los folatos y su transporte [Finnel R.H, et al, 

2004]. Además, es importante mencionar que la adecuada expresión en el 

contexto temporal y espacial de muchos genes reguladores es indispensable 

para tener como resultado el nacimiento de un individuo fenotípicamente 

normal. Durante el desarrollo, el embrión requiere de responder al nivel de 

transcripción a muchos factores ambientales (como el estado nutricional de la 

madre), por lo que al interrumpir los procesos fundamentales como la 

proliferación celular, diferenciación para formar tejidos y la migración de las 

células a su posición anatómica final puede resultar en un producto 

malformado. Un caso más específico de lo anterior, es la relación que existe 

entre el ciclo de los folatos y el de la metilación de la homocisteína, ya que, 

como se mencionó anteriormente, la deficiencia de folatos puede alterar 

directamente la respuesta transcripcional de los genes que codifican para 

proteínas críticas envueltas en cualquiera de los procesos mencionados 

anteriormente, y tener como consecuencia efectos adversos en la 

embriogénesis. El patrón de metilación en las islas CpG es determinado 

durante etapas tempranas de la embriogénesis, donde es borrado para 

después restablecerse en la implantación por las metiltransferasas que 

participan en la metilación de novo principalmente. Por lo tanto, existe un gran 
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impacto del nivel de los folatos y la homocisteína sobre el desarrollo 

embrionario, ya que repercuten en los cambios en patrones de metilación de 

genes críticos que son regulados en esta etapa; lo anterior ha sido demostrado 

en ratones transgénicos homocigotos para mutaciones deletéreas en alguno de 

los genes que codifican para las metiltransferasas, los cuales murieron durante 

el desarrollo embrionario o presentaron atrofia severa y retardo en el desarrollo 

[Rodríguez M, et al, 2004]. Como ya se ha mencionado, la presencia del 

polimorfismo C677T del gen MTHFR es uno de los mecanismos por los cuales 

se relacionan las anormalidades con el ciclo de los folatos y la metilación de la 

homocisteína. 

 

Muchos de los estudios que relacionan la variante C677T con las 

malformaciones congénitas se han enfocado principalmente en los defectos de 

tubo neural. Las formas mas comunes de los defectos de tubo neural son 

conocidas como espina bífida, anencefalia y encefalocele, los cuales son 

resultado del inadecuado cierre del tubo neural durante el desarrollo fetal y que 

pueden provocar la muerte prematura o incapacidad, así como una gran 

cantidad de condiciones adversas como la falta de desarrollo del cerebro en la 

anencefalia. La prevalencia de los defectos de tubo neural es variable, pero es 

de aproximadamente de 1 por cada 1000 nacimientos en muchos países, sin 

embargo, se ha disminuido la ocurrencia de estos defectos al suplementar una 

dieta periconcepcional de ácido fólico en las madres [Botto L.D, et al, 2000], y 

en particular, en México la prevalencia de estos defectos es grande.  

 

La formación del tubo neural en el humano ocurre en dos fases, pero además, 

hay que considerar que todo el sistema nervioso central y parte del sistema 

nervioso periférico se derivan de un tubo inicial. La primera fase de la 

formación del tubo neural corresponde al plegamiento de una placa neural que 

se localiza en la parte dorsal del embrión y que resulta en la formación del 

cerebro y de la médula espinal. En cuanto a la segunda fase, se refiere a una 

serie de procesos secuenciales de canalización y de diferenciación de toda la 

médula neural (o tubo neural), resultando en el desarrollo de la parte mas distal 

(caudal) de la médula espinal [Van der Put N.M.J, et al, 2001]. En cuanto el 

término de defectos de tubo neural, se refiere a la malformación del cerebro del 
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embrión o de la médula espinal. Las distintas formas de tubo neural se 

caracterizan por un incompleto desarrollo del sistema nervioso central y está 

relacionado con estructuras que se encuentren cercanas. Tal como se 

mencionó anteriormente, factores ambientales y genéticos están relacionados 

con la embriogénesis, y en este caso en particular al desarrollo del tubo neural. 

Por lo que alteraciones en cualquiera de estos factores y procesos puede 

resultar en modificaciones en el cierre del tubo neural, que se manifiestan 

primariamente como anencefalia o espina bífida, y son acompañadas por 

alteraciones esqueléticas, meningovasculares y en tejido dérmico que están 

relacionadas con la canalización. Uno de los aspectos con los que se ha 

relacionado los defectos de tubo neural es aquel que tiene que ver con los 

folatos y la homocisteína, ya que se ha asociado a mutaciones en los genes 

que codifican para los receptores de folato, alteraciones en la vía de 

transulfuración de la homocisteína, en la vía de remetilación de la 

homocisteína, alteraciones en la actividad de la metionina sintetasa, 

mutaciones y polimorfismos en el gen que codifica para la MTHFR, entre otras, 

las cuales apuntan a un aumento en los niveles de homocisteína. La 

homocisteína por sí misma produce un efecto neurotóxico en el embrión 

durante el proceso de formación del tubo neural (y muchos otros), y está 

relacionado con la alteración en la metilación del DNA [Van der Put N.M.J, et al, 

2001]. 

 

En una revisión publicada en el 2000 en la que se incluyeron estudios con 

casos y controles realizados en algunos países de Europa y Norteamérica de 

1995 a 1999, se encontró un mayor riesgo asociado a este padecimiento en 

individuos homocigotos para la variante C677T que para los individuos con los 

otros dos posibles genotipos, sin embargo, es importante mencionar que cada 

país tenía diferente riesgo debido a la prevalencia característica del 

polimorfismo para cada nación y a otros factores, encontrando asociación en 

algunas poblaciones y en otras no. Otro hallazgo interesante que encontraron 

fue que el riesgo en las madres homocigotas para la variante mutada era casi 

el doble que para los otros genotipos, mientras que en los padres no hubo 

asociación estadísticamente significativa con el genotipo [Botto L.D, et al, 

2000]. 
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Como ya se había comentado anteriormente, los defectos de tubo neural tienen 

una gran prevalencia en la población mexicana, como lo mostró un estudio del 

programa de Registro y Vigilancia Epidemiológica de Malformaciones 

Congénitas Externas (RYVEMCE), en el que se estableció que en 1 de cada 

250 productos concebidos con 20 semanas de gestación o mas tenían un 

defecto de tubo neural, lo cual es hasta cuatro veces mas lo observado en 

poblaciones relacionadas [Mutchinick O.M, et al, 1988]. De acuerdo al mismo 

estudio, la prevalencia de anencefalia, espina bífida y encefalocele fue, por 

cada 10,000 nacimientos, de 18.4, 15.6 y 3.2 respectivamente. Debido a lo 

anterior, se llevó a cabo un estudio para relacionar la prevalencia en los 

pacientes con defectos de tubo neural con el polimorfismo C677T, sin embargo 

no se encontró una asociación que fuera estadísticamente significativa 

[Mutchinick O.M, et al, 1999]. 

 

Muchos estudios han establecido que una de las principales maneras de 

prevenir estas malformaciones, es mediante el establecimiento de una dieta 

fortificada con ácido fólico para la madre de 400 a 800 µg diarios, lo cual 

reduce la ocurrencia de los defectos de tubo neural en un 40% [Werler M.M, et 

al, 1993], siendo la dosis diaria mínima recomendada 400 µg. Un estudio más 

reciente realizado en 118 casos y 112 controles sobre anencefalia en tres 

estados en donde la prevalencia es muy alta (Puebla, Estado de México y 

Guerrero), excluyendo los factores que pueden evitar obtener resultados 

confiables, se determinó que en madres con el genotipo 677TT fue 

significativamente asociado a mayor riesgo de tener hijos con anencefalia que 

aquellas madres con el genotipo homocigoto silvestre [Muñoz J.B, et al, 2007]. 

 

Se han asociado los altos niveles de homocisteína, la deficiencia en folatos y la 

variante C677T con otras malformaciones congénitas, como lo es el caso del 

labio paladar hendido. 
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3.4. Labio/Paladar Hendido no sindrómico. 

 

En humanos, las hendiduras orofaciales son malformaciones congénitas muy 

comunes con una prevalencia de 1 a 2 por cada 1000 nacidos vivos. 

Usualmente, éstas se dividen en dos diferentes fenotipos: labio hendido, 

también llamado labio leporino, con o sin paladar hendido (labio/paladar 

hendido o L/PH) y paladar hendido aislado (PH). Además, de ser no 

sindrómicos (aislados) o sindrómicos, en base a la presencia de otras 

anomalías. Aproximadamente el 30% y el 50% de los pacientes con L/PH y PH 

respectivamente, están asociados a una gran cantidad de síndromes, sin 

embargo, el L/PH no sindrómico es el que mas se ha estudiado en humanos 

[Lidral A.C, et al, 2008]. Generalmente, se ha aceptado que el L/PH y el PH 

tienen distintas características, ya que el PH es menos frecuente con una 

prevalencia de 1 por cada 1500 a 2000 nacidos vivos en caucásicos, mientras 

que el L/PH tiene una prevalencia de 1 a 2 por cada 1000 nacidos vivos; 

además, se ha encontrado que la prevalencia del PH no varía en distintos 

grupos étnicos mientras que la prevalencia del L/PH varía considerablemente 

(los africanos tienen la menor prevalencia y los asiáticos y amerindios tienen la 

mayor) y se ha encontrado que existe un mayor número de individuos 

afectados del sexo femenino con PH, contrario a lo que ocurre con el L/PH.  

 

El labio/paladar hendido no sindrómico es un ejemplo de las enfermedades 

complejas, en las cuales existe una interacción entre el medio ambiente y 

múltiples genes para su desarrollo. A continuación se describirá brevemente 

como se lleva a cabo el desarrollo del labio y el paladar, así como 

posteriormente se establecerán las condiciones patológicas, los genes que se 

han asociado a la patología, la interacción del medio ambiente con los mismos, 

la situación actual en México. 

 

3.4.1. Desarrollo del labio superior y paladar. 

 

Después de la concepción, durante el desarrollo se lleva a cabo una cascada 

de procesos coordinados, dentro de los cuales se encuentran la migración 
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celular, el crecimiento, la diferenciación y la apoptosis, los cuales conllevan al 

desarrollo de las estructuras craneofaciales a partir de la membrana 

orofaringea. Al principio de la sexta semana de gestación, las prominencias 

nasales mediales se fusionan entre sí y con las prominencias maxilares 

bilaterales para dar origen al paladar primario y el labio superior; sin embargo 

se ha establecido en estudios recientes que el labio superior se forma por 

completo a partir de las prominencias maxilares [Moore K.L, et al, 2009] (Fig. 

31). El paladar primario o primitivo, forma la porción anterior/media del maxilar 

y la porción premaxilar, que sólo representa una pequeña parte del paladar 

duro del adulto (Fig. 33). El labio inferior y la mandíbula son formados por 

fusión de las prominencias mandibulares. El paladar secundario (precursor del 

paladar duro y blando) comienza a desarrollarse al principio de la sexta 

semana a partir de dos proyecciones mesenquimatosas (prolongaciones 

palatinas laterales), que se extienden desde las porciones internas de las 

prominencias maxilares (Fig. 32). En un principio, las prolongaciones palatinas 

se proyectan en dirección inferomedial a cada lado de la lengua. Durante las 

semanas 7 y 8, la apoptosis y la transformación epitelial-mesenquimal (TEM) 

en los extremos mediales permiten que las proyecciones palatinas se fusionen 

después de que dichas proyecciones han adoptado una posición horizontal por 

arriba de la lengua; este cambio de orientación se produce por un proceso de 

corriente facilitado en parte por la liberación de ácido hialurónico en la 

mesénquima de las prolongaciones palatinas [Moore K.L, et al, 2009]. Diversas 

proteínas como las integrinas, las metaloproteinasas de matriz, microtúbulos y 

citoesqueletos de actina están envueltas en el proceso de TEM [Jugessur A, et 

al, 2005].  
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Fig. 31. Desarrollo de labio superior y paladar primario. A- Unión de las prominencias nasales 
medial (amarillo) y lateral (azul), que junto con las prominencias maxilares (café) forman el labio 
superior. B- Las prominencias nasales mediales (amarillo) se unen en la parte media para 
suavizar el surco de la parte central. C- Las prominencias nasales mediales (amarillo) 
participan en la formación del paladar primario (marcado en amarillo), y las proyecciones 
palatinas secundarias (marcado en café) son extensiones de las prominencias maxilares (café). 
Obtenido de http://www.med.unc.edu. 

 

 
 

Fig. 32. Desarrollo adecuado de paladar secundario. A- Las proyecciones palatinas 
secundarias o laterales (café) migran de manera dorsal para llevar a cabo su fusión, ya que 
inicialmente la lengua (rosa) está interpuesta. B- Unión de las proyecciones palatinas laterales. 
Obtenido de http://www.med.unc.edu. 
 
En el paladar primitivo se lleva a cabo un desarrollo progresivo del hueso que 

forma la parte premaxilar del maxilar (donde se ubican los dientes incisivos). Al 

mismo tiempo, el hueso se extiende desde los huesos maxilares y palatinos 

hasta las prolongaciones palatinas para formar el paladar duro, sin embargo, 
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las partes posteriores de estas prolongaciones no se osifican, sino que se 

extienden en sentido posterior más allá del tabique nasal y se fusionan para 

formar el paladar blando, incluyendo su proyección cónica blanda denominada 

úvula [Moore K.L, et al, 2009] (Fig. 33). 

En el plano medio del paladar se encuentra un pequeño canal nasopalatino 

situado entre la parte anterior del maxilar y las apófisis palatinas de los 

maxilares, que en el paladar duro del adulto este canal está representado por la 

fosa incisiva, que es la abertura común de los pequeños canales incisivos 

derecho e izquierdo. Una sutura irregular corre a cada lado desde la fosa 

incisiva a la apófisis alveolar del maxilar, entre los dientes incisivos y caninos 

de cada lado, la cual es visible en la región anterior del paladar de las personas 

jóvenes e indica el lugar de fusión de los paladares embrionarios primitivo y 

secundario [Moore K.L, et al, 2009]. Cabe mencionar que el tabique nasal se 

desarrolla como un crecimiento hacia abajo que surge de las partes internas de 

las prominencias nasales mediales fusionadas, además, que la fusión entre el 

tabique nasal y las prolongaciones palatinas comienza en la parte anterior 

durante la novena semana y se completa en la parte posterior en la semana 12, 

por encima del paladar duro. 
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Fig. 33. Esquema del desarrollo del paladar. A- Corte sagital de la cabeza del embrión al final 
de la sexta semana mostrando la prolongación palatina media. B, D, F y H- Techo de la boca 
desde la semana 5 a la 12 con el desarrollo del paladar. Las líneas discontinuas en D y F 
indican los lugares de fusión de las prolongaciones palatinas. Las flechas indican el crecimiento 
medial y posterior de las prolongaciones palatinas laterales. C, E y G- Cortes frontales de la 
cabeza con la fusión de las prolongaciones palatinas laterales entre sí, el epitelio nasal y la 
separación de las cavidades oral y nasal. Obtenido de la Ref. [Moore K.L, et al, 2009]. 

 

Los eventos moleculares que controlan la formación de las estructuras 

orofaciales se encuentran bajo un estricto control, llevado a cabo por múltiples 

genes como aquellos que codifican para el factor de crecimiento de fibroblastos 

(FGF), el homólogo de sonic hedgehog (SHH), las proteínas morfogenéticas 

del hueso (BMP), miembros de la superfamilia del factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β), y por factores de transcripción como DLX, PITX, 

HOX, GLI y los que pertenecen a la familia T-BOX, los cuales tienen un papel 
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fundamental en la especificación mandibular y maxilar, y están regulados por 

las señales producidas por SHH, BMPs y FGF. Algunos de los genes 

implicados en la morfogénesis craneofacial se encuentran en la tabla 5, los 

cuales se han estudiado en modelos murinos ampliamente (Fig. 34). El SHH, 

cuyo producto tiene un papel primordial en la organogénesis de los vertebrados 

y tiene diferentes efectos dependiendo de su concentración, se encuentra 

expresado en la lámina epitelial media (que se forma cuando las proyecciones 

palatinas se están fusionando). Por otra parte, el BMP2 y BMP4, se expresan 

de manera más específica en el epitelio y mesénquima de las proyecciones 

palatinas; ambas pertenecen a la superfamilia de las TGFβ, sin embargo, la 

primera está involucrada en la formación del hueso y cartílago, mientras que la 

segunda se especializa en el desarrollo dental y de miembros, así como 

también participa en la temprana diferenciación del embrión. La expresión del 

gen homeótico MSX1, es necesaria para que a su vez se expresen BMP2, 

BMP4 y SHH, los cuales en conjunto están implicados en la formación del labio 

superior y el paladar primario. 

 

En el caso particular de la fusión palatina, está dirigida por una gran cantidad 

de moléculas de adhesión, en las que se incluyen la nectina1, los desmosomas 

y la colágena tipo IX, así como factores de crecimiento como los TGFα y el 

TGFβ3 [Jugerssur A, et al, 2005]. El factor de crecimiento epidermal, estimula 

la producción de mucopolisacáridos (como el ácido hialurónico) en las 

proyecciones palatinas, mientras que el TGFα estimula la biosíntesis de la 

matriz extracelular en la mesénquima palatina [Stanier P, et al, 2004]. La 

fibronectina y la colágena tipo III actúa como regulador de la expansión 

provocada por el ácido hialurónico durante la reorientación de las proyecciones 

palatinas, mientras que la colágena tipo IX también tiene un papel fundamental 

en la señalización implicada en las interacciones mesénquima-epitelio, 

apareciendo en la superficie celular de la lámina epitelial media para la 

elevación de las proyecciones. 
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Tabla 5. 
Algunos de los genes principales implicados en la morfogénesis craneofacial a partir de 

modelos murinos. Obtenido de la Ref. [Stanier P, et al, 2004]. 
 

Función del producto Genes 
Proteínas de señalización Shh, Bmp2, Bmp4 and Bmp7, Wnt5a, 

Smad2–4 
Factores de crecimiento Egf, Egfr, Tgfa, Tgfb1–3, Fgf1, Fgf2, Fgf8 

Receptores para factores de crecimiento Fgfr1, Fgfr2 
Factores de transcripción Ap2a, Dlx1–6, Gli2–3, Hoxa2, Irf6, Lhx8, 

Pax9, 
Pitx1, Pitx2, Prx1, Msx1, Tbx1, Tbx22 

Moléculas para adhesión celular Pvrl1, Connexin43, E-cadherin 
Proteínas de matriz extracelular Col2A1, Col11A1 and Col11A2, Mmp2, 

Mmp3, 
Mmp9, Mmp13, Timp1–3, Fibronectin 

 
 

Se ha establecido que los miembros de la familia TGFβ son de particular 

importancia en el desarrollo del paladar, ya que las isoformas 1, 2 y 3 de esta 

proteína se expresan durante todo el proceso, y su función es regulada a través 

de la ruta de señalización de Smad (regulación de la transcripción). 

TGFβ3 se expresa más temprano que los anteriores y se encuentra en el 

componente epitelial de las prolongaciones palatinas laterales en su posición 

vertical, aunque también se expresa posteriormente en dichas prolongaciones 

de forma horizontal y en la lámina epitelial media. Por su parte, la expresión de 

TGFβ1 está limitada en las prolongaciones cuando se encuentran en su forma 

horizontal y al igual que el anterior. Mientras que TGFβ1 y TGFβ2 tienen la 

función de acelerar la fusión del paladar, se ha establecido que TGFβ3 tiene un 

papel en la inhibición del crecimiento y es crucial para la primer interacción 

adhesiva, además, se ha demostrado que la fusión del paladar no se lleva cabo 

en la ausencia de TGFβ3, contrario a lo que sucede con TGFβ1 o TGFβ2 

[Stanier P, et al, 2004]. La remodelación del tejido durante la fusión palatina 

consiste en una combinación de la degradación de la membrana basal y la 

transformación del epitelio mesenquimal, los cuales están bajo un estricto 

control por las metaloproteinasas de la matriz (enzimas proteolíticas que se 

encargan de remodelar la matriz extracelular) y por las proteínas de tejido 

inhibidoras de metaloproteinasas [Stanier P, et al, 2004].   

 

Todo lo anteriormente descrito, corresponde a una pequeña parte de toda la 

cascada de señales y genes implicados para el desarrollo adecuado del labio y 
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el paladar, los cuales tienen un control muy riguroso, y cualquier alteración en 

alguna de las moléculas implicadas puede conllevar a malformaciones 

orofaciales. 

 

 
 

Fig. 34. Sitios de expresión de algunos de los genes principales envueltos durante la 
palatogénesis a partir de un modelo murino. A, B y C- Cortes frontales de la cabeza con la 
fusión de las prolongaciones palatinas laterales entre sí, el epitelio nasal y la separación de las 
cavidades oral y nasal. Obtenido de la Ref. [Stanier P, et al, 2004]. 
 

3.4.2. Condiciones clínico-patológicas del L/PH. 

 

Como ya se mencionó anteriormente las hendiduras del labio y del paladar son 

de las anomalías craneofaciales más frecuentes. Es importante mencionar que 

este tipo de hendiduras tienen una importancia especial porque producen un 

aspecto facial anormal, así como dificultades para el lenguaje y la lactancia. 

Además de los criterios previamente descritos para clasificarlas, también suele 

hacerse tomando como punto de referencia la fosa incisiva. De esta manera, 

las hendiduras anteriores se refieren al labio hendido, en la que puede haber o 

no hendidura de la porción alveolar del maxilar y se deben a una deficiencia de 

la mesénquima de la prominencia maxilar y de la prolongación palatina media 

(Fig. 34C y D). La malformación con hendidura anterior completa es aquella en 

la que la hendidura se extiende por el labio y la porción alveolar del maxilar 

hasta la fosa incisiva, separando las partes anterior y posterior del paladar. Por 
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su parte, las hendiduras posteriores son aquellas que se refieren al paladar 

secundario y se extienden por las regiones blanda y dura del paladar hasta la 

fosa incisiva, separando las partes anterior y posterior del paladar (Fig. 35E y 

F), y se deben a un desarrollo defectuoso del paladar secundario y a 

distorsiones del crecimiento de las prolongaciones palatinas laterales, que 

impiden su función, principalmente [Moore K.L, et al, 2009]. 

 

Las hendiduras observadas en el labio hendido varían entre pequeñas 

muescas en el borde del labio a las mayores que se extienden hacia el suelo 

de la nariz y por la porción alveolar del maxilar. La hendidura del labio puede 

ser bilateral o unilateral. La hendidura unilateral del labio superior se debe a la 

falta de unión de la prominencia maxilar del lado afectado con las prominencias 

nasales mediales fusionadas. Esta alteración es del resultado de la falta de 

fusión de las masas mesenquimatosas, de la falta de proliferación de la 

mesénquima y del alisamiento del epitelio de revestimiento. La consecuencia 

de todo ello es la persistencia del surco labial. Además, el epitelio del surco 

labial se distiende y los tejidos del suelo del surco se separan. El resultado es 

que el labio se divide en porciones medial y lateral [Moore K.L, et al, 2009]. La 

hendidura del labio bilateral se debe a que las masas mesenquimatosas de las 

dos prominencias maxilares no se encuentran y no se unen a ellas las 

prominencias nasales mediales fusionadas. El epitelio de los dos surcos 

labiales se distiende y se rompe. Estos defectos provocan deformaciones muy 

importantes debido a la pérdida de continuidad del músculo orbicular de la 

boca, encargado de cerrar y fruncir los labios [Moore K.L, et al, 2009]. La 

hendidura media del labio superior es una anomalía muy rara que se debe a 

una deficiencia mesenquimatosa que produce una falta parcial o completa de 

fusión de las prominencias nasales mediales y de la formación de la 

prolongación palatina media. 

 

El paladar hendido, con o sin labio hendido, puede afectar solo a la úvula o 

puede extenderse por las regiones blanda y dura del paladar, e inclusive 

extenderse por la porción alveolar del maxilar y por los labios a ambos lados en 

los casos más graves [Moore K.L, et al, 2009]. 
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Fig. 35. Diferentes tipos de L/PH. A- Labio y paladar normales. B- Uvula hendida. C- Hendidura 
unilateral completa del labio y de la apófisis alveolar del maxilar con hendidura unilateral del 
paladar primario o anterior. D- Hendidura bilateral completa del labio y las apófisis alveolares 
de los maxilares con hendidura bilateral de la parte anterior del paladar. E- Hendidura bilateral 
completa del labio y las apófisis alveolares de los maxilares con hendidura bilateral de la parte 
anterior y hendidura unilateral de la parte posterior del paladar. F- Hendidura bilateral completa 
del labio y de las apófisis alveolares de los maxilares son hendidura bilateral completa del 
paladar anterior y posterior. Obtenido de la Ref. [Moore K.L, et al, 2009]. 
 
 

3.4.3. Genes implicados directamente en la etiología de L/PH. 

 

Como ya se mencionó previamente, el L/PH es un ejemplo de enfermedad 

compleja. La mayoría de los afectados no tienen historia familiar positiva y la 

evaluación de los patrones de herencia en los casos familiares no muestra un 

modo de herencia del tipo Mendeliano, así como también se ha observado que 

existe baja penetrancia. Sin embargo, existe suficiente evidencia como para 

afirmar que esta patología tiene un importante componente genético, ya que 

hay un aumento de 40 veces en el riesgo de padecerla cuando existe un 

individuo afectado con primer grado de parentesco, y existe una gran 

concordancia con gemelos monocigotos (idénticos) al comparar con gemelos 

dicigotos. Cabe mencionar que la concordancia en gemelos monocigotos es del 

40% al 60%, sugiriendo que la influencia del ambiente es un factor importante 

[Lidral A.C, et al, 2008]. 
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Como ya se visualizó en la parte del desarrollo de estas estructuras orofaciales, 

estudios han estimado que de 3 a 14 genes que interactúan entre ellos y 

presentan efectos multiplicativos, están envueltos en la etiología de esta 

enfermedad, lo cual indica, junto con la influencia del ambiente, que se trata de 

un padecimiento complejo, con un origen genético heterogéneo. Lo anterior 

confiere mayor dificultad al mapear los genes involucrados, ya que solo una 

parte de los individuos afectados podrá tener una mutación en el mismo gen.  

Estudios humanos han utilizado análisis de asociación y ligamiento para 

evaluar el papel de genes candidatos en la etiología de L/PH. Los genes 

candidatos han sido escogidos en base a los patrones de expresión durante el 

desarrollo facial, modelos en ratones knockout o transgénicos con fenotipos de 

hendidura, asociaciones con las hendiduras de las formas sindrómicas, 

hallazgos positivos encontrados previamente en humanos, el papel en las vías 

de detoxificación y nutrición, y locus adyacentes a las aberraciones 

cromosómicas asociadas con fenotipos con hendiduras orofaciales (Tabla 6). A 

continuación se describirán algunos de los genes candidatos y/o sus productos, 

así como su asociación con este padecimiento. 

 
Tabla 6. 

Genes candidatos con evidencia positiva sobre la participación en el L/PH no 
sindrómico. Obtenido de la Ref. [Lidral A.C, et al, 2008]. 

 

Regiones 
candidatas 

Genes 
candidatos 

Ligamien
-to 

Asocia-
ción 

Modelo 
animal 

Aberración 
cromosómi-

ca 

Hendidura 
sindrómi-

ca 

1p36 MTHFR, 
SKI, PAX7  X X X  

1q32 IRF6 X X X X X 
2p13 TGFA X X    
4p16 MSX1  X X X X 

6p23 a 25 TFAP2A, 
OFCC1 X X X X  

14q24 
TGB3, 
BMP4, 
PAX9 

X X X   

17q12 a 21 RARA, Clf1 X X X   

19q13 

BCL3, 
CLPTM1, 
PVRL2, 
TGFB1 

X X  X  

 
• IRF6. Mutaciones en este gen causan el síndrome de Van der Woude, y 

considerando que este síndrome tiene una presentación similar al L/PH 

fue evaluado como gen candidato, encontrando una gran asociación 
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significativa entre las variantes de este gen con el L/PH [Zucchero T.M, 

et al, 2004]. De esta manera se sugirió que dichas variantes contribuyen 

en un 12% en el desarrollo de esta patología y triplican el riesgo de 

recurrencia en algunas familias. Estos resultados se han obtenido en al 

menos cuatro poblaciones distintas, sin embargo aun no se han 

identificado las mutaciones específicas. Este gen codifica para el factor 6 

regulador del interferón (IRF6), el cual es un factor de transcripción que 

contiene dominios de unión a DNA y a proteínas, y se expresa en la 

lámina epitelial media de las prolongaciones palatinas secundarias. 

También se ha establecido que el IRF6 regula la expresión de otros 

genes durante la palatogénesis. Un estudio estableció la hipótesis de 

que las mutaciones en este gen pueden conllevar a una represión en la 

ruta de señalización de TGF-β, de manera análoga a la represión 

mediada por IRF1, que conlleva a un aumento en la apoptosis epitelial 

antes de que las proyecciones laterales se fusionen [Cox T.C, et al, 

2004]. 

 

• MSX1. Es un factor de transcripción que cuando es inactivado en 

ratones conlleva al paladar hendido y agenesia dental [Satokata I, et al, 

1994], ya que se identificó una mutación en el gen que lo codifica en una 

familia con agenesia dental familiar hereditaria, así como otro estudio 

demostró que variaciones en este gen estaban asociados al L/PH. 

Recientemente se han encontrado mutaciones en el gen MSX1 en el 2% 

de los pacientes cono hendiduras orofaciales no sindrómicas. Con lo 

anterior también se estableció que este factor de transcripción estaba 

implicado en el desarrollo del paladar primario y secundario. 

 

• TGFβ3. Como ya se mencionó anteriormente, esta proteína tiene un 

papel indispensable en el desarrollo del paladar. Además del estudio 

realizado con ratones, estudios de ligamiento han mostrado resultados 

positivos para la región donde se encuentra el gen que codifica para 

esta proteína [Marazita M.L, et al, 2004], sin embargo solo en el 15% de 

las familias se obtuvo un resultado positivo, por lo que se estableció que 

posiblemente los genes BMP4 y PAX9, que se encuentran cerca de 
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TGFβ3 y que también están asociados a las hendiduras orofaciales, 

estén implicados [Lidral A.C, et al, 2008]. 

 

• 19Q13.1 (CLPTM1, PVRL2, TGFB1). Muchos estudios han encontrado 

ligamiento o asociación con genes candidatos a lo largo del brazo largo 

del cromosoma 19 [Lidral A.C, et al, 2008]. Además, aberraciones 

cromosómicas también implican a esta región en familias con L/PH 

[Yoshiura K, et al, 1998]. Los genes candidatos en esté locus son 

CLPTM1, PVRL2 y TGFβ1. De éstos, se ha establecido que PVRL2 es 

similar a PVRL1(receptor tipo-1 de poliovirus codifica para una molécula 

de adhesión que se expresa en el epitelio de las prolongaciones 

palatinas), cuyas mutaciones se asocian al síndrome de displasia 

ectodermal con L/PH, que se caracteriza por labio  y paladar hendido, 

sindactilia parcial de los dedos de las manos y los pies, malformaciones 

dentales y cabello escaso [Zlotogora J, et al, 1994]. Además se ha 

establecido que los portadores de una mutación en PVRL1 tienen un 

mayor riesgo para L/PH no sindrómico; por lo que se ha establecido que 

PVRL2 puede tener un papel análogo [Lidral A.C, et al, 2008]. Por su 

parte, TGFβ1, como ya se mencionó participa en el desarrollo orofacial. 

El CLPTM1 codifica para la proteína transmembranal asociada al labio y 

paladar hendido, la cual fue descubierta en un estudio de asociación y 

se ha establecido que participa en distintos procesos como la 

diferenciación celular, el desarrollo de organismos multicelulares y la 

regulación de la diferenciación de las células T en el timo.  

 

• FGFR1. Mutaciones y deleciones en este gen se encuentran en 

aproximadamente el 10% de los pacientes con el síndrome de Kallman, 

los cuales tienen hendiduras orofaciales, malformaciones dentales, 

hipogonadismo y anosmia (pérdida o disminución del sentido del olfato) 

[Sato N, et al, 2004]. Este gen codifica para el receptor del factor de 

crecimiento de fibroblastos, el cual es un receptor transmembranal con 

un  dominio de tirosincinasa que transduce las señales a partir de los 

factores de crecimiento de fibroblastos. Estudios de asociación y 
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ligamiento han relacionado este gen en el desarrollo de L/PH [Lidral A.C, 

et al, 2008]. 

 

• Búsqueda de genes adicionales para L/PH en el genoma. Con el 

surgimiento de las tecnologías para la genotipificación a gran escala y 

de las herramientas estadísticas, se ha podido examinar todo el genoma 

para identificar genes adicionales de que estén relacionados con un 

padecimiento. El primer análisis de este tipo para L/PH fue publicado en 

el 2000 [Presscot N.J, et al, 2000], para que posteriormente se llevarán a 

cabo otros 5 de diferente escala. En general los resultados no han sido 

muy significativos, con la excepción de un estudio en una familia grande 

de Siria, en la cual se obtuvo un valor de 3.0 de LOD (Log10Odds) en 

17p13.1, donde los valores de LOD mayores a 3.0 se consideran como 

evidencia significativa de ligamiento, mientras que aquellos que están 

debajo de -2.0 se excluyen [Lidral A.C, et al, 2008]. Un meta-análisis de 

estas publicaciones y un análisis de ligamiento en el cual se toma en 

cuenta la heterogeneidad genética (debido a que se estudiaron 

diferentes familias) mostró valores significativos de LOD para las 

regiones 1p12-p13, 6p23, 6q23-q25, 9q22-q33, 14q21-q24 y 15q15. De 

estos, la región 9q22-q33 obtuvo un valor de LOD de 6.6, el cual es el 

valor mas significativo reportado para L/PH [Lidral A.C, et al, 2008]. 

 

• 18q21.1. Recientemente se llevó a cabo un análisis de ligamiento 

utilizando microarreglos para SNPs con alrededor de 10000 marcadores, 

en el cual se obtuvo evidencia significativa de un nuevo locus de 

susceptibilidad en una región genómica de 5.7 Mb en 18q21.1 en una 

familia con este padecimiento que presenta un patrón de herencia 

autosómico dominante [Beiraghi S, et al, 2007]. Lo anterior tuvo como 

antecedentes una gran cantidad de estudios en los cuales se indica que 

las aberraciones relacionadas con el cromosoma 18 están asociadas a 

una alta incidencia de L/PH no sindrómico, incluyendo deleciones en 

18q, trisomías 18 parciales o totales en las que se ve envuelta la región 

18q21, así como algunas aberraciones en las que se ha encontrado 

L/PH junto con otras anomalías, como es el caso de un feto reportado 
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con un isocromosoma de 18q con labio y paladar hendido, retraso en el 

crecimiento, entre otras [Chen C.P, et al, 1998]. Este locus presente en 

el intervalo de 5.7 Mb contiene 36 transcritos curados (Ensembl), dentro 

de los cuales se incluyen genes implicados en el desarrollo normal y 

patológico de las estructuras craneofaciales. Dentro de los genes 

candidatos de esta región se encuentran los genes SMAD2, SMAD4, y 

SMAD7, lo cual tienen una gran relevancia, ya que como se mencionó 

anteriormente los miembros de la superfamilia TGFβ que participan en la 

unión del paladar durante el desarrollo del mismo se encuentran 

regulados por un sistema de señalización de SMAD. El análisis de 

haplotipos mediante una gran cantidad de eventos de recombinación, 

permitió definir el intervalo de 5.7 Mb asociado a este padecimiento, el 

cual está limitado por los SNP rs824683 y rs768206. Lo anterior también 

permitió identificar el haplotipo de riesgo compartido en todos los 

individuos afectados, el cual no fue encontrado en ninguno de los 

cónyuges no relacionados y no afectados. Teniendo en cuenta que este 

padecimiento muestra baja penetrancia, todos los padres no afectados 

(sujetos 4001, 4004, 4030 y 4032) que tuvieron hijos afectados 

comparten el haplotipo ligado al padecimiento. El análisis del haplotipo 

afectado confirma el patrón de herencia autosómico dominante en esta 

familia (Fig. 36).  

 
 

 
 

Fig. 36. Genotipos y haplotipos de marcadores de SNP de 18q21.1 de algunos individuos de la 
familia estudiada. Los haplotipos asociados a L/PH están marcados con rojo. El individuo 4001 
es una portadora obligada puesto que tiene un hijo con el padecimiento y el correspondiente 
haplotipo (4002). Obtenido de la Ref. [Beiraghi S, et al, 2007]. 
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3.4.4. Interacciones entre los genes y el ambiente. 

 

Estudios epidemiológicos han demostrado un incremento en el riesgo de L/PH 

cuando hay exposición durante el embarazo con alcohol [Jones K.L, et al, 

1973] y cigarro [Wyszynski D.F, et al, 1997]. Además, una gran cantidad de 

estudios sugieren que la suplementación periconcepcional de folatos o 

multivitamínicos tienen un efecto protector a tener hijos con L/PH [Presscot N.J, 

et al, 2002]; aunque cabe aclarar que no todas las madres que tuvieron esta 

suplementación tuvieron hijos normales. Por lo tanto, como ya se especificó 

previamente, existe una interacción entre ciertos genes y los factores 

ambientales, y la variación genética de éstos afecta el riesgo de L/PH.  

 

Una vez que se obtuvo evidencia de que tanto los defectos de tubo neural 

como el L/PH pueden ser prevenidos por una suplementación de folatos en la 

dieta de las madres, se han llevado a cabo estudios en los cuales se evaluaron 

genes que participan en el ciclo de los folatos, entre éstos el gen MTHFR. Sin 

embargo, no se ha establecido claramente donde se tiene el mayor efecto, si 

en la madre o en el feto en desarrollo, puesto que no existe la misma 

interacción con los agentes externos. Se ha establecido la posibilidad de que el 

feto tenga un bajo riesgo de L/PH debido a sus genes, sin embargo, el riesgo 

aumenta a medida de la exposición a agentes ambientales por la madre y a su 

habilidad genética para la detoxificación [Lidral A.C, et al, 2008]. En el caso de 

los folatos, se cree que su deficiencia juega un papel indispensable en la 

etiología de la enfermedad. En un estudio que se llevó a cabo en California, se 

observó una reducción del 50% en el riesgo de ocurrencia para las hendiduras 

orofaciales en los hijos de las mujeres que tomaron ácido fólico antes y durante 

el embarazo, lo cual concuerda con otros estudios realizados [Finnel R.H, et al, 

2004]. Una manera de probar la relación del ácido fólico con la disminución en 

la incidencia de L/PH, fue la realizada por un estudio en el cual se determinó un 

aumento en el riesgo de tener hijos con este padecimiento en aquellas madres 

bajo tratamiento con antagonistas de los folatos (como algunos 

anticonvulsivantes) comparando con el menor riesgo observado en aquellas 

madres con una suplementación adecuada de ácido fólico. Lo anterior también 

se ha demostrado ampliamente mediante modelos animales, en los que el 
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mantenimiento de una dieta deficiente en folatos tiene como consecuencia que 

la descendencia tenga malformaciones, dentro de las cuales se encuentran las 

hendiduras orofaciales, similar a lo que se observa al administrar antagonistas 

de folatos. Por otra parte, se ha demostrado in vitro que cuando se agrega 

ácido fólico en el medio, éste promueve la fusión palatina [Finnel R.H, et al, 

2004]. Defectos severos craneofaciales se han observado en ratones 

genéticamente modificados que no tienen la habilidad de transportar los folatos. 

 

Se ha descrito que existe una asociación entre las hendiduras y el consumo de 

folatos, basándose en que sus células comparten el origen embriológico que 

contribuyen al desarrollo del tubo neural y de las estructuras craneofaciales 

incluyendo la mayoría de los tejidos en los que están envueltos el cierre del 

labio y del paladar [Finnel R.H, et al, 2004]. Tal como se mencionó, las células 

del tubo neural son una población celular que responden de manera positiva 

tras una suplementación de ácido fólico, y debido a que comparten dicho origen 

embriológico, se ha establecido la hipótesis de que también puede participar en 

la prevención de las hendiduras orofaciales. Sin embargo, el epitelio oral y las 

células mesenquimales que facilitan el cierre del labio y el paladar se 

encuentran en rápida división, por lo que requieren una adecuada reserva 

intracelular de folatos y un mecanismo eficiente para la asimilación de los 

folatos.  

Dentro de los genes relacionados con el ciclo de los folatos, el mas estudiado, 

(al igual que en otras áreas) es el gen MTHFR, y en particular la variante 

C677T. Sin embargo, se han obtenido resultados contradictorios, en los cuales 

en algunas poblaciones se ha encontrado asociación con el L/PH y en otras no, 

que se ha justificado principalmente a la heterogeneidad en las distribución de 

esta variante, así como en la diferencia que existe respecto a los factores 

nutricionales principalmente. Dentro de los sujetos que son objeto de estudio se 

encuentran los pacientes (para investigar el efecto de esta variante sobre el 

fenotipo), y su madre (para investigar el efecto de esta variante y los niveles de 

homocisteína en el desarrollo de L/PH). Estos son los que estudian 

principalmente, ya que defectos en las células germinales del padre se asocian 

principalmente a infertilidad y a otras aberraciones más severas. Los estudios 

también se han enfocado en establecer el efecto protector  de la administración 
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periconcepcional de ácido fólico en los hijos de las madres con esta variante 

(así como también cuando el hijo tiene la variante mutada) para reducir el 

riesgo a L/PH. También se ha estudiado la influencia de esta variante junto con 

otros factores de riesgo como el humo del cigarro, así como con la deficiencia 

de folatos, lo cual en la mayoría de los casos ha tenido una asociación positiva. 

 

Se han identificado también una gran variedad de genes implicados en la 

detoxificación de compuestos encontrados en el humo del tabaco, dentro de los 

cuales se incluyen deleciones en los genes glutatión s-transferasa (como 

GSTT1 y GSTM1). Las madres fumadoras con el alelo nulo del GSTT1 tienen 

un alto riesgo de tener hijos con L/PH, mientras que aquellas que tienen 

deleciones en ambos genes, su riesgo aumenta hasta 6 veces [Lidral A.C, et al, 

2008]. 

 

3.4.5. Situación en México del L/PH. 

 

Al igual que en otras poblaciones, el labio y paladar hendido son las 

malformaciones congénitas mas frecuentes de todas las anomalías faciales, 

tiene una incidencia de 1 por cada 800 o 1000 nacidos vivos y ocupa uno de 

los primeros lugares entre todas las malformaciones congénitas. Debido a los 

costos que requieren las cirugías reconstructivas y a las condiciones 

económicas en las que se encuentran la mayoría de las personas atendidas en 

instituciones dependientes del Sector Salud, éstos pacientes tienden a tener 

dificultades en la lactancia, fonación nasal, infecciones del oído (por el escaso 

desarrollo de los músculos palatinos necesarios para abrir las trompas de 

Eustaquio) y desafortunadamente un rechazo familiar generalmente cuando se 

desconocen los antecedentes familiares [Gómez R, et al, 2008]. En un estudio 

en el cual se recopilaron los datos del Sistema Unico de Información para la 

Vigilancia Epidemiológica correspondientes del 2003 al 2006, se obtuvieron las 

tasas de este padecimiento para cada entidad federativa, en los cuales durante 

este período no hubo una diferencia significativa en la frecuencia de los casos. 

 

Por la información que se tiene sobre la patología, los genes relacionados y la 

participación del ambiente, el presente estudio tiene por objetivos determinar la 
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prevalencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en 27 pacientes 

diagnosticados con L/PH y sus madres, realizar un análisis estadístico para 

determinar si existe alguna relación significativa entre el genotipo y el fenotipo y 

establecer si existe una asociación entre el polimorfismo y la patología. 

Además, considerando el marco teórico descrito, se evaluará la hipótesis de 

que la presencia del genotipo 677TT en población mexicana, sobretodo en 

madres, esté asociado a que los hijos presenten L/PH, teniendo un impacto 

mayor en el fenotipo más severo. 
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III. Metodología 

 

4.1. Población de estudio. 

 

El estudio se llevó a cabo en 27 pacientes con labio/paladar hendido y sus 

madres, que acudieron a consulta de genética en el Hospital Infantil de México 

Federico Gómez. 

 

4.1.1. Criterios de selección. 

 

Se consideraron como criterios de inclusión al presente estudio los siguientes 

puntos: 

 

• Aquellos pacientes con diagnóstico  de L/PH no sindrómico y sus 

madres, con previa aceptación para participar en el estudio y firma de 

una carta de consentimiento informado. 

 

• Que no existiera alguna contraindicación para la toma de muestra y que 

los individuos no hubieran sido transfundidos en los tres meses previos a 

la misma. 

 

Por otra parte, se consideraron como criterios de exclusión los siguientes 

puntos: 

 

• Pacientes sin pretensión de participar en el estudio. 

 

• Aquellos casos en los que el L/PH fue de tipo sindrómico. 

 

4.1.2. Tamaño de la muestra. 

 

Se analizaron muestras de 27 pacientes y sus respectivas madres. Cabe 

mencionar, que los individuos incluidos en el presente estudio, forman parte de 
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un protocolo mayor (HIM-012-2007), y la inclusión de los mismos, se llevó a 

cabo con la respectiva autorización por parte del Departamento de Genética del 

HIMFG, y de su titular, la Dra. Constanza García Delgado. El trabajo que inició 

este proyecto mayor, forma parte de la tesis para obtener el grado de 

Especialidad en Genética de uno de los residentes de dicho Departamento 

[Peña I.M, 2008]. Los pacientes reclutados fueron provenientes de la Ciudad de 

México y área metropolitana, los cuales fueron de un rango de edades desde 

recién nacidos hasta individuos con 16 años. 

 

4.2.  Toma de muestra.  

 

Una vez que fueron confirmados los diagnósticos correspondientes, y 

cumplidos los criterios de selección, se tomó una muestra de 5 mL de sangre 

periférica en un tubo vacutainer con EDTA como anticoagulante a cada 

paciente y su madre, y fueron trasladadas al Departamento de Genética del 

HIMFG para la extracción de DNA genómico. Posteriormente las muestras se 

colocaron a 4°C para su conservación.  

4.3. Extracción de DNA genómico. 

 

La extracción de DNA genómico a partir de las muestras obtenidas en el paso 

anterior, se llevó a cabo por el método de lisis celular con detergentes 

aniónicos, el cual corresponde a un kit comercial (Qiagen). La técnica consiste 

en los siguientes puntos: 

 

1. Lisis de glóbulos rojos. Este punto se basa en la sensibilidad de los 

eritrocitos a soluciones hipotónicas. Estos se quieren eliminar debido a 

que no tienen núcleo y por lo tanto DNA. Consta de los siguientes pasos: 

 

• Se agregan 300 µL de sangre periférica en un tubo con 900 µL de 

la solución de lisis para glóbulos rojos, para posteriormente 
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mezclar e incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente, 

invirtiendo el tubo varias veces durante la incubación. 

 

• Centrifugar durante 20 segundos a 13000 revoluciones por minuto 

(r.p.m.). Se elimina el sobrenadante teniendo la precaución de no 

eliminar el pellet formado. 

 

• Agitación con vórtex para resuspender el pellet. 

 

2. Lisis celular. En este punto se lleva a cabo la lisis de los leucocitos 

presentes en la suspensión resultante del paso anterior para liberar los 

componentes celulares. Consiste en un sólo paso, en el cual se agregan 

300 µL de la solución de lisis celular y se resuspende utilizando la pipeta 

hasta obtener una solución homogénea. Esta solución consiste en una 

mezcla de detergentes aniónicos, los cuales disuelven los lípidos que 

constituyen la membrana celular sin interaccionar con las moléculas de 

DNA. 

 

3. Precipitación de proteínas. En este punto, se agrega al tubo anterior,  

solución de precipitación de proteínas, la cual como su nombre lo indica 

se encarga de precipitar las proteínas presentes, y de esta manera, 

tener el DNA lo más puro posible, ya que durante los posteriores 

ensayos una contaminación de proteínas puede repercutir en los 

resultados. Consta de los siguientes pasos: 

 

• Se agregan 100 µL de la solución de precipitación proteica al 

lisado celular. 

 

• Se agita vigorosamente en vórtex a máxima velocidad durante 30 

segundos. 

 

• Se centrifuga a 13000 r.p.m. durante 1 minuto, observando la 

presencia de un precipitado café. 
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4. Precipitación de DNA. Basándose en la solubilidad del DNA en distintos 

solventes, se llevan a cabo los siguientes pasos: 

 

• El sobrenadante del paso anterior se transfiere a un tubo nuevo 

que contenga 300 µL de isopropanol, se mezcla por inversión 

durante 50 segundos asegurándose de la formación de una 

maraña (que corresponde al DNA) y se centrifuga durante 1 

minuto a 13000 r.p.m. 

 

• Se decanta el isopropanol y se agregan 300 µL de etanol al 70% 

para lavar el DNA. Se centrifuga a 13000 r.p.m. durante 1 minuto 

y se decanta el etanol cuidando que el pellet no se elimine. 

 

• Se colocan los tubos en un desecador a velocidad media durante 

15 minutos para eliminar los restos de los solventes anteriormente 

mencionados. 

 

5. Hidratación del DNA. Se resuspende el DNA obtenido del paso anterior 

en 50 µL de solución de hidratación y se incuba durante 1 hora a 60°C 

para su posterior cuantificación y verificación de la integridad. 

 

4.4. Cuantificación e integridad del DNA. 

 

4.4.1. Cuantificación. 

 

La determinación espectrofotométrica de la absorbancia a 260 y 280 nm de una 

solución de DNA, permite conocer la concentración y pureza del mismo. De 

esta manera, la lectura a 260 nm permite calcular la concentración de DNA en 

la solución (ya que presenta una absorción máxima a esta longitud de onda), 

teniendo en cuenta que 1 unidad de densidad óptica (DO) corresponde a 50 

µg/mL para DNA de doble cadena, además de que se cumple la ley de Lambert 

y Beer. La relación de la lectura a 260 nm entre la lectura a 280 nm, 
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proporciona un estimado de pureza de la muestra, ya que muchos de los 

contaminantes como proteínas y, RNA y DNA de una sola cadena presentan un 

pico máximo de absorción a 280 nm. Por lo tanto, un rango de pureza entre 1.8 

y 2.0, indica que el DNA está libre de contaminantes celulares, y conforme se 

obtienen valores menores a 1.75, indica la presencia de proteínas 

principalmente; sin embargo, en muchos ensayos como en el caso de PCR se 

indica que se pueden obtener valores hasta de 1.65 para obtener resultados 

óptimos. La concentración de DNA depende de la aplicación para la cual se va 

a utilizar el mismo, ya que en el caso de la PCR se requiere por lo general una 

cantidad de 50 ng por reacción [Ausubel F.M, et al, 1991]. 

 

En el presente trabajo se utilizó un equipo denominado NanoDrop®, en el cual 

se deposita la muestra sin diluir en el detector, y está acoplado a un Software el 

cual hace los cálculos automáticamente y los muestra en pantalla. Los pasos a 

seguir son los siguientes: 

 

1. Acceder al programa ND-1000 V3.2.1 y escoger la opción de ácidos 

nucleicos. 

2. Cargar 2 µL de agua inyectable y escoger la opción continuar. 

3. Limpiar ambos lentes con agua inyectable y colocar 2 µL para el blanco. 

Realizar la medición para el blanco. 

4. Colocar la muestra, escribir el nombre de la misma, y realizar las 

mediciones. 

 

4.4.2. Integridad. 

 

Esta prueba se lleva a cabo para visualizar que tan íntegro se encuentra el 

DNA extraído, ya que si se tiene un DNA muy degradado, existe una alta 

probabilidad de que las secuencias blanco de estudio estén afectadas y no se 

obtengan resultados confiables, y que incluso, no se amplifiquen las mismas en 

el caso de la PCR. Lo anterior se llevó a cabo mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, cuya concentración se utiliza para fragmentos mayores a 1 kb, 

como lo es el caso del DNA genómico. 
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La electroforesis en gel de agarosa es un método empleado para separar 

moléculas de DNA y RNA basándose en su tamaño. Lo anterior, se lleva a 

cabo por el desplazamiento de las moléculas de ácidos nucleicos con carga 

negativa a través del gel de agarosa por un campo eléctrico, donde las 

moléculas más pequeñas se mueven más rápido y migran más lejos hacia el 

polo positivo que las más grandes. 

 

Los pasos a seguir empleados para determinar la integridad de las muestras 

extraídas fueron los siguientes: 

 

1. Se disuelve 1 g de agarosa en 100 mL de solución amortiguadora TBE 

1X (Tris-boratos-EDTA), el cual es utilizado sobretodo para separar 

fragmentos menores a 1 kb (concentración final, 1%). Para poder llevar 

a cabo este paso es necesario calentar la suspensión resultante al 

agregar la agarosa, de esta manera, se funde la agarosa hasta formar 

una solución homogénea. 

2. A la solución anterior, se le agrega 1 µL de bromuro de etidio (0.5 mg), el 

cual es un colorante fluorescente que se intercala entre las bases del 

DNA y se puede visualizar con luz UV. 

3. Lo anterior se coloca en un molde con peines, los cuales van a formar 

los pozos, dejándolo polimerizar durante 50 minutos. 

4. El gel resultante se coloca en una cámara de electroforesis y se le quitan 

los peines. Se agrega solución de buffer TBE 1X hasta cubrir 

completamente el gel de agarosa. 

5. Se mezclan 5 µL de la solución con DNA con 1 µL del buffer de carga, el 

cual permite que la muestra tenga el mismo pH que el buffer de la 

cámara, le da mayor densidad a la muestra para que se dirija al fondo 

del pozo y permite visualizar el nivel aproximado de las muestras debido 

a que tiene un colorante. La anterior mezcla se pipetea en los pozos del 

gel. Debe de colocarse además, una escalera de peso molecular, la cual 

permite establecer un aproximado del tamaño del fragmento visualizado. 

6. Una vez colocadas todas las muestras y el marcador de peso molecular, 

se procede a conectar la cámara con una fuente de poder, la cual 
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aplicará un campo eléctrico para que el DNA migre hacia el ánodo. Se 

aplica un voltaje de 100 Volts durante 90 minutos. 

7. Una vez concluido el paso anterior, se coloca el gel en una cámara 

donde se va a tomar la fotografía del mismo aplicando luz UV, y de esta 

manera, se evalúa la integridad del DNA extraído. 

 

4.5. Identificación de la variante C677T. 

 

Para la identificación del genotipo respecto a  esta variante del gen MTHFR, se 

utilizaron los oligonucleótidos (Tabla 7) y la enzima HinfI publicados por Frosst, 

para la PCR y restricción, respectivamente [Frosst P, et al, 1995]. Los 

anteriores se muestran en la figura 37. 

 
Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para la PCR. 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Longitud 
(pb) %GC Tm (°C) 

Forward (hacia 
adelante) 

TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 23 56.52 67.20 

Reverse 
(reverso) 

AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 20 65.00 66.01 
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Fig. 37. Principio de la genotipificación de la variante C677T. A- Producto de amplificación de 
acuerdo a los oligonucleótidos (color amarillo) publicados por Frosst, de 198 pb. Esta 
secuencia blanco es parte del exón 5 del gen MTHFR. Se muestra el sitio de la variante C677T 
(color rojo). B- Sitio de reconocimiento y corte de HinfI, fragmentos esperados con el corte 
producido en el amplicón obtenido por la PCR que corresponden a dos fragmentos de 176 pb y 
22 pb; la variante está señalada en un círculo de color rojo. CC, homocigoto para el alelo 
silvestre; TT, homocigoto para el alelo mutado; CT, heterocigoto. Secuencia obtenida de 
www.ensembl.org. 
 
 

4.5.1. Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

 

La Reacción en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por Kary Mullis en 

1985 y por la cual recibió el Premio Nobel de Química en 1993, es un proceso 

enzimático en el cual, una región específica del DNA es replicada una y otra 

vez para producir muchas copias de una secuencia particular. Además de ser 

de particular interés en la identificación de polimorfismos y mutaciones en 

diferentes genes, también tiene muchas otras aplicaciones en distintas áreas, 

como son: análisis de genes (clonación, secuenciación, expresión, regulación), 
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estudios de mapeo genético, diagnóstico clínico, identificación de individuos, 

estudios evolutivos, etc. Existen tres aspectos muy importantes que se deben 

cumplir idealmente para que la PCR sea exitosa: que el producto sea 

específico (el producto de amplificación corresponde sólo a la secuencia 

blanco), que la secuencia de la nueva cadena corresponda a la de la cadena 

molde y se tenga una mayor cantidad de producto con la menor cantidad de 

ciclos. Para cumplir estos aspectos, es importante estandarizar las condiciones 

de la PCR, teniendo en cuenta la función de cada reactivo y fase de la misma. 

 

Las fases de la PCR son las siguientes: 

 

1. Desnaturalización. En esta fase se lleva a cabo la ruptura de los puentes 

de hidrógeno de la doble cadena del DNA. Generalmente se aplica una 

temperatura de 94°C a 96°C. 

 

2. Alineación. Es el paso crítico de la reacción, ya que de ésta depende 

principalmente obtener una especificidad y eficiencia adecuadas. 

Consiste en la unión de los iniciadores al DNA molde y por lo general 

corresponde a una temperatura menor a la Tm de los oligonucleótidos, 

sin embargo, depende de la composición de bases, la concentración de 

los oligonucleótidos y el ambiente iónico. 

 

3. Extensión. En esta fase se lleva a cabo la síntesis de las nuevas 

cadenas de DNA. Por lo general se aplica una temperatura de 65°C a 

72°C dependiendo de las condiciones requeridas por la polimerasa que 

se esté utilizando. En este paso, principalmente, es indispensable el 

tiempo, ya que los productos de mayor tamaño mejoran con tiempos de 

extensión largos, contrario a lo que sucede con los productos pequeños, 

basándose en que la polimerasa Taq inserta nucleótidos a una velocidad 

de 2000 nucleótidos por minuto. 

 

Por otra parte, los reactivos utilizados fueron los siguientes: 
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• Buffer para PCR 10X. Contiene Tris-HCl (pH 8.4) y KCl. A parte de 

proveer un pH óptimo para la enzima, los cationes (como en este caso el 

potasio), se unen a los grupos fosfato del DNA  y neutralizan sus cargas 

negativas. Lo anterior debilita las fuerzas de repulsión entre la cadena 

molde y el oligonucleótido, estabilizando su hibridación. Es un reactivo 

que depende del volumen de reacción. 

 

• Mezcla de dNTP's. Consiste en una mezcla de los cuatro 

desoxinucleótidos trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), los cuales 

van a formar parte de las nuevas cadenas de DNA. También es un 

reactivo que depende del volumen de reacción. 

 

• Cloruro de Magnesio. Este catión divalente es un cofactor de la 

polimerasa. Este catión se une al DNA molde, a los oligonucleótidos y a 

los nucleótidos en la reacción, estabilizando este complejo formado. La 

concentración de este reactivo depende del volumen de reacción. 

 

• Oligonucleótidos. Son moléculas complementarias a la cadena molde, 

de menor tamaño, que por lo regular son de 19 a 21 bases y delimitan la 

región que se quiere amplificar. Son independientes del volumen de 

reacción. 

 

• Polimerasa Taq Platinum. Es una DNA polimerasa recombinante de 

Thermus aquaticus, a la que está unida un anticuerpo que bloquea su 

actividad a temperatura ambiente. Dicha actividad se restablece 

después del paso de desnaturalización a una temperatura de 94°C, 

permitiendo que justo a esta temperatura comience a trabajar la 

polimerasa, disminuyendo la probabilidad de formar productos 

inespecíficos y aumentando la sensibilidad, especificidad y rendimiento. 

 

• DNA molde. Corresponde al DNA genómico de cada paciente. 

 
 
Las condiciones para cada PCR fueron las siguientes: 
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Tabla 8. Condiciones para la PCR. 

Reactivos Concentración inicial Concentración final 
Volumen final para 
10 µL de reacción 

(µL) 
Buffer para PCR 10X 1X 1.0 
dNTP's 10 Mm 0.2 mM 0.2 
MgCl2 50 mM 2.5 mM 0.5 
Pol. Taq platinum 1 u/µL 1 u 1.0 
Primer Forward 10 pmol/µL 7.5x10-7 pmol 0.75 
Primer Reverse 10 pmol/µL 7.5x10-7 pmol 0.75 
DNA - 50 ng X 
H2O - - p/llegar a 10.0 

 
 
Las condiciones para la PCR en el termociclador fueron las siguientes: 
 

Tabla 9. Condiciones para el termociclador. 
Paso Fase Temperatura (°C) Tiempo 
1 Desnaturalización 

inicial 
95 5 min. 

2 Desnaturalización 95 50 s. 
3 Alineamiento 66 50 s. 
4 Extensión 72 50 s. 
Repetir 2-4 por 30 
ciclos 

   

5 Extensión final 72 4 min. 
6 Mantenimiento 4 - 

 
 

Posteriormente se llevó a cabo una electroforesis, en la cual se asegura que se 

obtuvo el producto esperado. Lo anterior se realizó en un gel de agarosa al 2% 

durante 60 minutos a 100 Volts, utilizando un marcador de 100 pb y corriendo 

un negativo que corresponde a la mezcla de los reactivos sin DNA. 

 

4.5.2. Longitud polimórfica del fragmento de restricción. 

 

La técnica de longitud polimórfica del fragmento de restricción (RFLP) se 

emplea para el análisis de productos de PCR mediante el empleo de enzimas 

de restricción. Este método se puede emplear cuando la diferencia de dos 

alelos coincide con la presencia de un sitio de restricción, ya sea porque es 

parte del sitio de corte o del sitio de reconocimiento (Fig. 37). Este corte alelo-

específico se lleva a cabo por endonucleasas de restricción, las cuales 

reconocen una secuencia de DNA que se caracteriza por ser específica y 

palíndrome. Aquellas moléculas que tengan el sitio de reconocimiento intacto 
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serán cortadas, mientras que aquellas que tengan modificado dicho sitio no 

serán cortadas [Syvanen A.C, et al, 2001]. 

 

La enzima utilizada presenta un 100% de actividad a 37°C. Además del DNA y 

la enzima, se utiliza una solución de buffer que mantiene un pH de 8.5 y 

contiene Tris-HCl, MgCl2, KCl y BSA, que proporcionan un ambiente iónico 

óptimo para la actividad de la enzima.  

 

Las condiciones para la restricción fueron las siguientes: 

 
Tabla 10. Condiciones para la restricción con HinfI. 

Reactivos Concentración inicial Concentración final 
Volumen final para 
20 µL de reacción 

(µL) 
Buffer R 10X 1X 2.0 
HinfI 10 u/µL 1 u 0.1 
DNA - - 5.0 
H2O - - 12.9 

 
Las condiciones de incubación fueron las siguientes: 
 

Tabla 11. Condiciones de incubación. 
Paso Fase Temperatura (°C) Tiempo 
1 Incubación 37 3 h. 
2 Inactivación 65 20 min. 
3 Mantenimiento 4 - 
 
 
Una vez que se llevó a cabo lo anterior, las muestras se corren por 

electroforesis en un gel de agarosa al 2.5 %, durante 3 horas a 80 Volts de 

acuerdo al procedimiento escrito en la parte de integridad del DNA, utilizando 

un marcador de 50 pb. Los fragmentos esperados se muestran en la figura 33, 

con lo cual se establece el genotipo respecto a la variante C677T del gen 

MTHFR. 
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4.6. Pruebas estadísticas. 

 

Todas las pruebas estadísticas utilizadas se realizaron mediante la página 

www.openepi.com. (a menos que se especifique lo contrario). Las pruebas 

estadísticas que se llevaron a cabo en todos los casos fueron la de Chi 

cuadrada (cuya tabla de distribución se encuentra en el Apéndice 9.3) y Odds 

Ratio.  

 

Se utilizó una tabla de filas por columnas (F por C) para la prueba de Chi 

cuadrada, la cual se emplea para probar una asociación entre variables con 

más de 2 valores, que en este caso fueron los 3 genotipos (del paciente y su 

madre), los 3 fenotipos (de los pacientes) y los 7 binomios. El resultado es una 

prueba de Chi cuadrada para ver si resultados difieren de los esperados de las 

sumas marginales. 

 

La prueba de Odds Ratio se llevó a cabo utilizando una tabla 2 x 2, en la cual 

se colocan los valores obtenidos en los pacientes o sus madres y los valores 

de los controles para establecer si existe una asociación entre el genotipo y la 

patología, en este caso. 
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V.   Resultados. 

 

5.1. Población estudiada. 

 

El fenotipo de los pacientes estudiados se distribuyó de acuerdo a la gráfica 38. 

Como se puede observar en dicha gráfica, el labio y paladar hendido unilateral 

es el más frecuente en la población estudiada y el labio hendido es el menos 

frecuente, lo cual concuerda con estudios previos [Peña I.M, 2008]. Es 

importante establecer que se consideraron éstos tres fenotipos debido a que, 

de esta manera, se puede relacionar con la severidad del mismo, donde el 

labio hendido es el menos severo, seguido del labio y paladar hendido 

unilateral, y finalmente el labio y paladar hendido bilateral es el fenotipo más 

severo. Los datos se encuentran en la tabla 12 y resumidos en la tabla 13. 

 

 
 

Fig. 38. Porcentajes de los distintos fenotipos observados en los pacientes diagnósticados con 
L/PH no sindrómico. De ahora en adelante,se mencionarán los fenotipos como se indica: LH, 
labio hendido; LPHU, labio y paladar hendido unilateral; LPHB, labio paladar hendido bilateral. 

 
Se encontró que la frecuencia del sexo masculino en estos pacientes fue 

mayor, constituyendo dos tercios de la población estudiada. Esto concuerda 

con la literatura [Lidral A.C, et al, 2008], y se visualiza en la figura 39 (Tabla 

12). Lo anterior concuerda con el fenoripo más severo (LPHB), lo cual será 

discutido más adelante. 
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Fig. 39. Distribución del sexo de los pacientes diagnosticados con L/PH no sindrómico.  
 

5.2. Cuantificación e integridad del DNA genómico. 

 

La cuantificación e integridad del DNA extraído se muestra en la tabla 12 y la 

figura 40. Es importante mencionar que ninguna de las soluciones con el DNA 

extraído tuvo un valor de A260/A280 menor a 1.65, así como también se 

obtuvieron concentraciones de DNA adecuadas para la PCR, aunque en 

algunos casos se realizó una dilución (por lo general 1:10), ya que en éstos la 

concentración de DNA obtenida fue muy alta. Por su parte, se determinó que la 

integridad del DNA fue adecuada, ya que no se observó degradación en las 

muestras al correrlas en el gel de agarosa. 

 
Tabla 12. Cuantificación del DNA extraído. Se llevó a cabo mediante el Equipo Nano 

Drop® y su software correspondiente. A-pacientes, B-madres de pacientes. 
Muestra  ng/µL 260/280 Muestra ng/µL 260/280 

1A 53.30 1.80 14B 19.30 1.82 
1B 450.70 1,71 15A 46.40 1.67 
2A 175.70 1.80 15B 50.10 1.68 
2B 36.70 1.77 16A 54.00 1.75 
3A 42.70 1.65 16B 39.80 1.69 
3B 39.00 1.99 17A 37.20 1.76 
4A 35.40 1.80 17B 34.20 1.65 
4B 47.30 1.70 18A 80.20 1.86 
5A 36.60 1.80 18B 37.10 1.65 
5B 88.80 1.70 19A 80.60 1.69 
6A 53.30 1.80 19B 59.50 1.66 
6B 19.80 1.80 20A 29.10 1.82 
7A 13.10 1.93 20B 43.60 1.69 
7B 89.90 1.69 21A 40.20 1.70 
8A 65.50 1.73 21B 121.00 1.84 
8B 48.30 1.67 22A 17.60 2.01 
9A 24.10 1.70 22B 8.20 1.81 
9B 35.10 1.72 23A 44.00 2.01 
10A 22.40 1.83 23B 148.50 1.88 
10B 81.60 1.65 24A 184.20 1.72 
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11A 104.50 1.80 24B 103.90 1.68 
11B 17.30 1.92 25A 157.80 1.87 
12A 85.20 1.65 25B 121.20 1.79 
12B 60.20 1.73 26A 45.40 1.87 
13A 104.20 1.75 26B 102.80 1.90 
13B 91.50 1.68 27A 102.44 1.88 
14A 33.90 1.74 27B 14.60 1.69 

 

 
 

Fig. 40. Evaluación de la integridad del DNA extraído. La electroforesis para asegurar la 
integridad se llevó a cabo en un gel de agarosa al 1% aplicando 100 Volts durante 90 minutos. 
1-1A, 2-1B, 3-2A, 4-2B. 

5.3. Genotipificación y análisis molecular. 

 

Los productos de la PCR y restricción se visualizaron con luz UV, tal como se 

muestra en la figura 41. Cabe mencionar, que debido a que se realizó la 

electroforesis en gel de agarosa, no se visualiza el fragmento de 22 pb debido 

a su menor tamaño a comparación de las otras bandas observadas, ya que 

migra mucho más rápido e incluso sale del gel. Para visualizar el fragmento 

anterior se requiere de un gel de poliacrilamida, ya que éste se utiliza para 

visualizar fragmentos de DNA menores a 500 pb (incluso puede resolver 

fragmentos con la diferencia de 1 pb bajo las condiciones adecuadas), debido a 

que los poros formados son mucho más pequeños que aquellos que se forman 

en los geles de agarosa. Sin embargo, lo anterior no se llevó a cabo debido a 

que es más sencillo trabajar con geles de agarosa, a que no se requiere de una 

cámara especial para electroforesis y a que la genotipificación se puede 

realizar sin la necesidad de observar el fragmento de 22 pb, ya que al observar 

el fragmento de 176 pb se asegura que la endonuclueasa realizó el corte y por 

lo tanto se establece que existe la presencia del alelo mutado (Fig. 41).  
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Fig. 41. PCR y restricción de tres individuos estudiados en los que se muestran los tres 
genotipos posibles. Como se mencionó anteriormente, no se visualiza el fragmento de 22 pb, 
sin embargo, con los fragmentos observados se puede llevar a cabo la genotipificación de la 
variante C677T del gel MTHFR. El genotipo de los individuos es: 2B, TT; 3A: CT; 3B: CC. 

 
Los resultados obtenidos experimentalmente se muestran en la siguiente tabla: 
 
Tabla13. Resultados experimentales. Análisis genotípico de la variante C677T del gen MTHFR en 

27 pacientes diagnosticados con L/PH y sus madres. A-pacientes, B-madres pacientes, M-
masculino, F-femenino. 

No. DIAGNOSTICO SEXO RESULTADO No. DIAGNOSTICO SEXO RESULTADO 
1ª LPHU M TT 15A LPHU M CC 
1B Sana - TT 15B Sana - CC 
2ª LPHB F TT 16A LPHB M CT 
2B Sana - TT 16B Sana - TT 
3ª LPHU F CT 17A LPHU F TT 
3B Sana - CC 17B Sana - CT 
4ª LPHU M CT 18A LPHU M CT 
4B Sana - CT 18B Sana - CT 
5ª LPHU M CT 19A LPHU F TT 
5B Sana - TT 19B Sana - CT 
6ª LPHU M CT 20A LPHU M CC 
6B Sana - CT 20B Sana - CT 
7ª LPHB M CC 21A LPHB M CT 
7B Sana - CT 21B Sana - CT 
8ª LPHU M TT 22A LPHU F CT 
8B Sana - TT 22B Sana - CT 
9ª LPHU F CC 23A LPHU M CT 
9B Sana - CT 23B Sana - TT 
10ª LPHB M TT 24A LH M TT 
10B Sana - TT 24B Sana - CT 
11ª LH F CT 25A LPHB M CC 
11B Sana - CT 25B Sana - CT 
12ª LPHU F TT 26A LPHU M CT 
12B Sana - TT 26B Sana - CT 
13ª LPHU M CT 27A LPHB M TT 
13B Sana - CC 27B Sana - TT 
14ª LPHU F CT     
14B Sana - CT     
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La distribución del fenotipo de los pacientes y su genotipo se encuentra en la 

tabla 14 y en la figura 42, donde también se señala la frecuencia del alelo 

mutado. Como se puede observar, los resultados obtenidos no tienen una 

relación estadísticamente significativa, ya que al realizar la prueba de Chi 

cuadrada se obtiene una P=0.72, lo que indica que se acepta la hipótesis nula 

de que no existe dicha relación. 

 
Tabla 14. Distribución del genotipo y fenotipo de los pacientes. 

Fenotipo/genotipo CC CT TT Total % Fenotipos Frec. alelo T (%) 

LH 0.00 1.00 1.00 2.00 - - 

% 0.00 50.00 50.00 100.00 7.41 - 

LPHU 3.00 10.00 5.00 18.00 - - 

% 16.67 55.56 27.78 100.00 66.67 - 

LPHB 2.00 2.00 3.00 7.00 - - 

% 28.57 28.57 42.86 100.00 25.93 - 

TOTAL 5.00 13.00 9.00 27.00 - - 

% TOTAL 18.52 48.15 33.33 100.00 100.00 57.41 

 

 
 

Fig. 42. Distribución del genotipo de la variante C677T del gen MTHFR en los pacientes con 
Labio/Paladar hendido no sindrómico. De acuerdo a la prueba de Chi cuadrada no existe una 
relación estadísticamente significativa entre los resultados obtenidos: 
Análisis de Tabla F por C (Tabla 14). Ho: las diferencias observadas entre los distintos 
genotipos y los fenotipos de los pacientes se deben al azar. Ha: existe una diferencia 
estadísticamente significativa entre el genotipo y el fenotipo de los pacientes. Nivel de 
significancia: P≤0.05. Grados de Libertad: 4. χ2=2.073. P=0.72, por lo tanto se acepta Ho. 
 
Por otro lado, la distribución del genotipo de las madres y el fenotipo de los 

pacientes se encuentran en la tabla 15 y la figura 43. En la tabla 15 se 

incluyeron los datos de la población total estudiada, así como el porcentaje de 

los genotipos determinados para la misma; como se puede observar en ésta 
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tabla, la frecuencia alélica de la población estudiada es muy semejante a la 

obtenida en los dos grupos (madres y pacientes), además de que está en 

equilibrio de Hardy-Weinberg de acuerdo a la prueba de Chi cuadrada 

“Goodness of fit test”. Sin embargo, de acuerdo a la prueba de Chi cuadrada 

para los genotipos de las madres y el fenotipo de los pacientes, no existe una 

relación estadísticamente significativa. La razón de lo anterior, tanto para los 

pacientes como para las madres, se debe a que el tamaño de la muestra no es 

significativo, lo cual se sustenta con el hecho de que para el proyecto mayor se 

estableció un número de 92 individuos para que se obtuvieran resultados 

estadísticamente significativos [Peña I.M, 2008], además, en los datos por 

publicar del mismo proyecto (los cuales no se muestran), en los que se 

incluyen los resultados del presente trabajo y de la referencia [Peña I.M, 2008], 

se obtuvieron resultados similares pero estadísticamente significativos. Lo 

anterior también se aplica a los resultados posteriores del presente trabajo. 

 
Tabla 15. Distribución del genotipo de las madres de los pacientes y el fenotipo de los 

pacientes. 
Fenotipo/genotipo CC CT TT Total Frec. alelo T (%) 

LH 0.00 2.00 0.00 2.00 - 

% 0.00 100.00 0.00 100.00 - 

LPHU 3.00 10.00 5.00 18.00 - 

% 16.67 55.56 27.78 100.00 - 

LPHB 0.00 3.00 4.00 7.00 - 

% 0.00 42.86 57.14 100.00 - 

TOTAL 3.00 15.00 9.00 27.00 - 

% TOTAL 11.11 55.56 33.33 100.00 61.11 

TOTAL M-P 8.00 28.00 18.00 54.00 - 

Frecuencia* 0.15 0.52 0.33 1.00 59.00 
* Prueba de Chi cuadrada: 0.30 
   P = 0.86  (P > 0.05) 
   No existen diferencias significativas entre los genotipos observados y esperados, por lo tanto 
la población está en       equilibrio de  Hardy-Weinberg. 
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Fig. 43. Distribución del genotipo de la variante C677T del gen MTHFR en las madres de los 
pacientes con Labio/Paladar hendido no sindrómico y su relación con el fenotipo de los 
pacientes. De acuerdo a la prueba de Chi cuadrada no existe una relación estadísticamente 
significativa entre los resultados obtenidos: 
Análisis de Tabla F por C (Tabla 15). Ho: las diferencias observadas entre los distintos 
genotipos de las madres de los pacientes y los fenotipos de los pacientes se deben al azar. Ha: 
existe una diferencia estadísticamente significativa entre el genotipo de las madres de los 
pacientes y el fenotipo de los pacientes. Nivel de significancia: P≤0.05. Grados de Libertad: 4. 
χ2=4.43. P=0.35, por lo tanto se acepta Ho. 
 

 
La relación entre los genotipos determinados de los pacientes y sus madres, no 

fue estadísticamente significativa, ya que como se puede observar en la figura 

44, se tienen frecuencias muy similares. Cabe mencionar que el alelo mutado 

es ligeramente más frecuente en las madres que en los pacientes, tal como se 

muestra en las tablas 14 y 15. 
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Fig. 44. Porcentaje de genotipos para la variante C677T del gen MTHFR en pacientes con 
Labio/Paladar Hendido no sindrómico y sus madres. De acuerdo a la prueba de Chi cuadrada 
no existe una relación estadísticamente significativa entre los resultados obtenidos: 
Análisis de Tabla F por C (Tabla 14 y 15). Ho: las diferencias observadas entre los genotipos 
de los pacientes y sus madres se deben al azar. Ha: existe una diferencia estadísticamente 
significativa entre el genotipo de los pacientes y sus madres. Nivel de significancia: P≤0.05. 
Grados de Libertad: 2. χ2=0.642. P=0.72, por lo tanto se acepta Ho. 

 

 
La relación establecida entre el polimorfismo C677T del gen MTHFR y el LP/H 

no sindrómico, se basa en la deficiencia  enzimática de la MTHFR y a sus 

efectos asociados, la cual es provocada por la presencia del alelo mutante, 

sobretodo en estado homocigoto en el que se reduce hasta el 70% de la 

actividad enzimática. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, diversos 

estudios incluyen tanto al paciente como a la madre al estudiar este 

polimorfismo, ya que se trata de establecer si existe asociación entre el 

genotipo de la madre o el paciente con el padecimiento. Debido a los 

resultados obtenidos, se decidió utilizar el modelo del binomio, en el cual se 

establece la distribución de los distintos fenotipos considerando el genotipo de 

cada pareja (madre-hijo), tal como se muestra en la figura 45. A pesar de que 

no se obtuvieron resultados estadísticamente significativos, se puede apreciar 

que en el caso del LPHB, la distribución de los binomios que tienen el alelo 

mutado en homocigosis es mayor que en los otros binomios, lo cual puede 

indicar que cuando madre e hijo son homocigotos para el polimorfismo C677T 

tiene repercusiones mayores en el fenotipo, ya que éste es el más severo.  
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Fig 45. Distribución de los fenotipos en cada binomio madre-hijo. De acuerdo a la prueba de 
Chi cuadrada no existe una relación estadísticamente significativa entre los resultados 
obtenidos: 
Análisis de Tabla F por C (Tabla 13). Ho: las diferencias observadas entre los binomios y los 
fenotipos de los pacientes se deben al azar. Ha: existe una diferencia estadísticamente 
significativa entre los binomios y el fenotipo de los pacientes. Nivel de significancia: P≤0.05. 
Grados de Libertad: 12. χ2=9.60. P=0.65, por lo tanto se acepta Ho. 

 

Es importante mencionar que para establecer si existe una asociación de este 

polimorfismo con el L/PH no sindrómico, se hizo la comparación de los 

resultados obtenidos con la prevalencia del mismo en la población en general 

de la Ciudad de México, de acuerdo a lo publicado por Guéant-Rodríguez 

[Guéant-Rodríguez R, et al, 2006], ya que en el presente trabajo no se 

consideró el empleo de controles, de acuerdo a lo establecido por el 

Departamento de Genética del HIMFG. Sin embargo, hay que aclarar que esta 

población solo sirve de referencia para el presente trabajo, ya que no se puede 

establecer definitivamente si existe una asocación en caso de tener resultados 

significativos. Lo anterior se debe a que, a pesar de que en el estudio realizado 

por Guéant y colaboradores se establece que los sujetos incluidos fueron 

sanos y sin antecedentes de padecimientos genéticos, no se  puede asegurar 

que su descendencia no tenga ninguna anomalía congénita (posterior a este 

estudio), ya que los individuos se encontraban en edad reproductiva (24 a 37 

años). Para poder establecer si existe asociación entre este polimorfismo y el 

LP/H se requiere, principalmente, de controles que provengan de la misma 
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zona geográfica que los pacientes, considerar el estado social, nutricional y 

educacional, que las edades de las madres de los controles sean similares a 

las edades de las madres de los pacientes y que no tengan ningún familiar 

afectado en ningún grado de parentesco de consanguinidad. 

 

Se comparó la frecuencia alélica del alelo T en ambas poblaciones, 

considerando que ambas se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg 

[Guéant-Rodríguez, R, et al, 2006]. Como se puede observar, las frecuencias 

fueron muy similares, y al compararlas no se obtuvo una diferencia 

estadísticamente significativa (P=0.68), de acuerdo a la prueba de Chi 

cuadrada, que fue el mismo resultado al estudiar las poblaciones de las madres 

y los pacientes por separado. Para determinar si existe la posibilidad de una 

asociación de los distintos genotipos con la patología estudiada, respecto a la 

referencia mencionada, se determinaron los Odds ratio, que están relacionados 

directamente con el riesgo relativo. Los resultados obtenidos se muestran en la 

tabla 16 y en las figuras 46 y 47, donde se puede observar que no se 

obtuvieron resultados estadísticamente significativos debido al tamaño de la 

muestra de los casos, sin poder establecer si existe una posible asociación 

entre el genotipo y el padecimiento. Como se puede observar, en la tabla 16 se 

incluyeron por separado los resultados de las madres de los pacientes que 

tuvieron el fenotipo más severo, basándose en que en los resultados anteriores 

existe una mayor proporción de madres homocigotas para esta variante con 

hijos que presentan LPHB, además de probar la hipótesis de que el ambiente 

propiciado por la madre es el que mayor repercute en el fenotipo, debido al 

aumento de homocisteína plasmática. Sin embargo, tampoco se obtuvieron 

resultados significativos, aunque es importante señalar que los Odds Ratios 

obtenidos fueron los más altos. 
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Tabla 16. Odds ratio de los pacientes, sus madres y controles de la Ref. [Guéant-
Rodríguez R, et al, 2006]. 

Genotipo Proporción (#) Valor P O. R. 95% I.C. 

Pacientes LPH general/Controles    

CC 5 (27), 65 (300) 0.37 0.82 0.27, 2.16 

CT 13 (27), 122 (300) 0.23 1.35 0.60, 3.02 

TT 9 (27), 113 (300) 0.34 0.83 0.34, 1.89 

     

Madres LPH general/Controles    

CC 3 (27), 65 (300) 0.10 0.45 0.11, 1.42 

CT 15 (27), 122 (300) 0.07 1.82 0.82, 4.12 

TT 9 (27), 113 (300) 0.34 0.83 0.34, 1.89 

     

Madres LPHB/Controles    

CC 0 (7), 65 (300) 0.33 0.56 0.02, 3.81 

CT 3 (7), 122 (300) 0.45 1.09 0.20, 5.38 

TT 4 (7), 113 (300) 0.16 2.20 0.45, 11.98 
 

 
 

Fig. 46. Distribución de genotipos en los pacientes y los controles de la Ref. [Guéant-Rodríguez 
R, et al, 2006]. 
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Fig. 47. Distribución de genotipos en las madres de los pacientes y los controles de la Ref. 
[Guéant-Rodríguez R, et al, 2006]. 
 
Considerando que la presencia de la variante C677T en estado homocigoto se 

ha asociado al LP/H en algunos países sobretodo con el genotipo de las 

madres, así como también que la presencia de este genotipo en el binomio 

madre e hijo muestra una posible asociación con el fenotipo más severo, a 

continuación se muestra un meta-análisis en el que se incluyen varios estudios 

en distintos países (Tabla 17 y 18). Lo anterior, se llevó a cabo tanto para las 

madres como para los pacientes, en el que al tomar en cuenta todos los datos 

no se obtuvo asociación. El meta-análisis se llevó a cabo mediante el software 

“Comprehensive Meta-analysis” Versión 2 (muestra de evaluación). 
 

Tabla 17. Odds Ratio en distintos estudios de distintos países en cuanto al genotipo 
677TT de pacientes y su posible asociación con el L/PH. 1-[Van Rooji I, et al, 2003], 2-

[Mills J.L, et al, 2008], 3-[Tolarova M.M, et al, 1998], 4-[Martinelli M, et al, 2001], 5-
[Shotelersuk V, et al, 2003], 6-[Gaspar D.A, et al, 1999], 7-[Shaw G.M, et al, 1998], 8-

[Grunert R.R, et al, 2002]. 
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Tabla 18. Odds Ratio en distintos estudios de distintos países en cuanto al genotipo 
677TT de las madres de los pacientes y su posible asociación con el L/PH. 1-[Van Rooji I, 

et al, 2003], 2-[Mills J.L, et al, 2008], 3-[Tolarova M.M, et al, 1998], 4-[Martinelli M, et al, 
2001], 5-[Shotelersuk V, et al, 2003], 6-[Gaspar D.A, et al, 1999], 9-[Little J, et al, 2008], 10-

[Motowska A, et al, 2006]. 
 

 
 

 
Finalmente, considerando la asociación de los niveles altos de homocisteína 

con la presencia del polimorfismo estudiado, sobretodo en individuos 

homocigotos, se puede establecer que la posible participación de este 

polimorfismo en la etiología de la enfermedad se debe a la alteración en los 

patrones de metilación del DNA, a la disminución de los folatos reducidos 

requeridos para la metilación de la homocisteína y al efecto teratogénico directo 

e indirecto de la homocisteína. Lo anterior se ha comprobado mediante 

diversos estudios mencionados anteriormente, sin embargo, es importante 

considerar particularmente, que el aumento de los niveles de homocisteína 

plasmática y homocisteína tiolactona pueden afectar a los productos proteicos 

mediante la formación de aductos con las mismas, lo cual puede conllevar a la 

alteración tanto en la estructura como en la funcionalidad de la proteína en 

cuestión [Lussier-Cacan et al, 1996; Jakubowski H, 1998; Jakubowski H, 1990]; 

además, si hay niveles altos de homocisteína intracelulares, estos aductos 

formados pueden inducir el estrés del retículo endoplásmico, el cual además de 

degradar las proteínas afectadas, puede aumentar la apoptosis en las células 

involucradas en la fusión del paladar o en cualquier otro proceso. Por lo tanto, 

esto es de particular interés en las proteínas que participan durante el 

desarrollo del labio y el paladar, ya que como fue señalado anteriormente, es 
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un proceso muy complejo y estricto en el que si existe alguna alteración en la 

señalización involucrada puede repercutir de una manera importante en el 

fenotipo. Los residuos a los cuales se incorpora principalmente la homocisteína 

tiolactona, son la lisina y la cisteína, formando ya sea un enlace del tipo de las 

amidas o formando un puente disulfuro, respectivamente, además, de que éste 

último es también el mecanismo por el cual la homocisteína forma un aducto 

con la cisteína.  

 

Basándose en lo anterior, se analizaron las estructuras proteicas de 4 

moléculas indispensables durante el desarrollo del labio y el paladar utilizando 

el software Ball View 1.2 [Moll A, et al, 2005] a partir de las estructuras 

presentes en el Protein Data Bank. En estas estructuras se muestran los 

residuos de lisina (en color amarillo) y cisteína (en color rojo), los cuales debido 

a su disposición espacial, pueden ser susceptibles a reaccionar con la 

homocisteína o la homocisteína tiolactona, formando posibles aductos que 

tengan como consecuencia, por ejemplo, la pérdida de actividad. Las 

estructuras incluidas corresponden a las proteínas SHH, MSX1, BMP2 y 

TGFβ3 (Fig. 48, 49, 50 y 51 respectivamente), sin embargo, esto puede ocurrir 

en cualquiera de los péptidos que participan en este proceso. 

 
 

 
 

 
Fig. 48. Estructura molecular de SHH interaccionando con zinc y sulfato en el modelo de 
caricatura. Los residuos de lisina se encuentran en color amarillo y los de cisteína en color rojo. 
La estructura fue obtenida de DOI:10.2210/pdb1vhh/pdb. 
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Fig. 49. Estructura molecular de MSX1 en el modelo de bolas y barras interaccionando con 
DNA de doble cadena en el modelo de bolas. Los residuos de lisina se encuentran en color 
amarillo observándose aquellos que se unen al DNA, mientras que este último se encuentra de 
color azul. La estructura fue obtenida de DOI:10.2210/pdb1ig7/pdb. 

 

 
 

Fig. 50. Estructura molecular de BMP2 interaccionando con su ligando en el modelo de 
caricatura. Los residuos de lisina se encuentran en color amarillo y los de cisteína en color rojo, 
el ligando se encuentra de color verde. La estructura fue obtenida de 
DOI:10.2210/pdb2h64/pdb. 

 

 
 

Fig. 51. Estructura molecular de TGFβ3 en el modelo de caricatura. Los residuos de lisina se 
encuentran en color amarillo y los de cisteína en color rojo. La estructura fue modificada de 
DOI:10.2210/pdb3eo1/pdb. 
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VI.   Análisis de resultados 

 

Se llevó a cabo la genotipificación tanto de los pacientes con L/PH como de sus 

madres de acuerdo a la variante C677T del gen MTHFR. El fenotipo de los 

pacientes reclutados para el presente trabajo fue priotariamente el de LPHU, el 

cual como ya se mencionó anteriormente, es el más frecuente, contrario al LH 

que se presenta en el menor de los casos, de acuerdo a la clasificación 

utilizada. Lo anterior tiene una gran repercusión en la calidad de vida de los 

pacientes y económica para los padres, considerando la mayor frecuencia de 

los fenotipos más severos (respecto al LH).  

 

Debido a que este padecimiento es multifactorial, se puede establecer que el 

fenotipo más severo (LPHB) es resultado, con un mayor impacto que en el LH, 

de la interacción de múltiples genes y el ambiente proporcionado por la madre, 

ya sea porque pueden estar involucrados una mayor cantidad de genes o 

aquellos que codifican para productos proteicos fundamentales en el desarrollo 

del labio y el paladar, así como al considerar la influencia del ambiente materno 

teniendo en cuenta, en este caso en particular, los niveles mayores de 

homocisteína que están asociados a la presencia del polimofismo C677T del 

gen MTHFR, principalmente. También es importante considerar que el fenotipo 

menos severo se encuentra en menor proporción en el presente trabajo y en la 

población en general, debido posiblemente, a que es una variante con menor 

alteración del fenotipo normal y con menos implicaciones clínicas (en los casos 

menos severos), por lo que la cantidad de individuos que acuden a consulta es 

menor que en los otros dos fenotipos. 

 

Como se puede observar en la figura 39, y de acuerdo a la tabla 13, la 

proporción de pacientes con sexo masculino con L/PH es mayor respecto a 

aquellos con el sexo femenino, lo cual es más evidente en el fenotipo más 

severo, en los que existe una mayor proporción de pacientes y madres con el 

genotipo homocigoto para la variante C677T que en las demás formas del 

padecimiento. Lo anterior, se puede deber a que individuos del sexo masculino 

tienden a tener en circulación niveles más altos de homocisteína que aquellos 

con el sexo femenino, en este caso, debido al posible efecto protector de los 
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niveles altos de estrógenos [Castro R, et al, 2004] que se presentan en el 

comienzo del desarrollo de los genitales externos femeninos y que ocurre en 

tiempo similar al desarrollo del labio y el paladar [Moore K.L, et al, 2009]. 

 

Es importante aclarar que las observaciones presentadas a continuación, 

referentes a la distribución de los distintos genotipos en la población estudiada, 

no son confiables, ya que los resultados obtenidos no fueron estadísticamente 

significativos por el tamaño de la muestra, además, de que posiblemente como 

consecuencia de lo anterior, no se pudo establecer si existe una asociación del 

genotipo y la patología. Sin embargo, se establecerá el análisis de los 

resultados obtenidos y lo que se esperaba encontrar. 

 

En cuanto a los pacientes estudiados, el  genotipo más frecuente fue el 

heterocigoto para la variante C677T seguido del homocigoto para la misma, lo 

cual concuerda con la población en general de la Ciudad de México, que será 

retomado más adelante. En el caso del labio hendido, únicamente se presentó 

en dos pacientes con genotipo 677CT y C677TT cuyas madres fueron 677CT, 

por lo que no se puede establecer ninguna deducción, ya que al ser el fenotipo 

menos severo, se esperaba que la mayoría de los pacientes y/o las madres 

fueran homocigotos para el alelo silvestre; por lo tanto, basándose en los 

resultados obtenidos, únicamente se puede establecer que los genotipos 

determinados forman parte de aquellos que son mas frecuentes en la población 

en general.  

Retomando los resultados obtenidos en los pacientes, los genotipos 677CC y 

677TT fueron más frecuentes en aquellos individuos con el LPHB respecto a 

aquellos con LPHU, lo cual es contradictorio basándose en la severidad del 

fenotipo. La razón de la observación anterior, se basa en que la frecuencia del 

genotipo homocigoto silvestre obtenida en estos pacientes, no concuerda con 

la mayoría de los estudios realizados en otros países, ya que incluso, se ha 

establecido que este genotipo tiene un efecto protector debido a que no se 

asocia a los efectos negativos provocados por el genotipo homocigoto para el 

alelo mutado. Por otro lado, el hecho de que la frecuencia del homocigoto 

mutante sea mayor en el fenotipo más severo, concuerda con los efectos 



 135

adversos que son producto de este genotipo (se retomarán más adelante), que 

es lo esperado.  

Aunado a lo anterior, se puede observar que el genotipo heterocigoto es más 

frecuente en pacientes con LPHU, lo cual se puede deber a que ambas 

variables son las más frecuentes en la población estudiada. Lo anterior se 

puede sustentar con la distribución de los genotipos en estos pacientes, la cual 

es muy similar a la de la población en general.  

 

De la misma forma que en los pacientes, las madres de éstos tuvieron una 

mayor frecuencia del genotipo heterocigoto para la variante estudiada. La 

distribución de este genotipo fue similar a la de los pacientes, coincidiendo 

también la distribución de los tres genotipos en aquellas madres con hijos con 

LPHU. Sin embargo, como se puede observar en las gráficas 42  y 43, la 

frecuencia del genotipo 677TT de las madres con hijos con LPHB es mayor que 

la observada en  los hijos. Lo anterior puede confirmar la hipótesis de que 

existe mayor riesgo respecto a este padecimiento (y otras malformaciones 

asociadas) cuando la madre es homocigota para la variante mutada debido al 

ambiente que le proporciona al producto; lo anterior también se puede 

sustentar con el hecho de que no se determinaron madres homocigotas para el 

alelo silvestre de los hijos con LPHB, que como se mencionó anteriormente, 

incluso se asocia a un efecto de protección. 

 

En los párrafos anteriores, se ha mencionado el efecto que puede provocar la 

presencia de este polimorfismo y su relación con el L/PH tanto en las madres 

como en los pacientes. Para esto, hay que considerar que en diversos estudios 

en los que se han incluido también madres y pacientes (sobretodo en aquellos 

que se enfocan en establecer la asociación de este polimorfismo en particular 

con malformaciones congénitas), se ha tratado de elucidar en cuál de los 

individuos el genotipo tiene mayor influencia sobre el fenotipo.  

En el caso de los pacientes, se ha establecido que la influencia de este 

genotipo está relacionada principalmente con la alteración en los patrones de 

metilación del DNA (hipometilación) y con el aumento de los niveles de 

homocisteína, ambas asociadas a la disminución de folatos reducidos. En 

cuanto a la hipometilación del DNA, se asocia a la expresión de genes que 
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durante el desarrollo del labio y el paladar están estrictamente regulados, 

expresándose en momentos en los que no se requiere su producto proteico y 

que incluso puede provocar daños en el embrión; un ejemplo de lo anterior son 

los genes que codifican para proteínas de señalización para apoptosis, los 

cuales, al no ser inhibida su expresión, pueden provocar una destrucción 

anormal del tejido. Respecto a la homocisteína, como se especificó en el marco 

teórico, existen múltiples formas mediante las cuales la homocisteína produce 

sus efectos, ya sea por el estrés oxidante, la incorporación de la homocisteína 

y sus metabolitos en proteínas, el efecto clastógeno de sus metabolitos, el 

aumento de moléculas proinflamatorias, etcétera; los anteriores pueden causar 

su efecto ya sea en el DNA, los productos proteicos, y en células o tejidos que 

se estén desarrollando. 

En cuanto a las madres, los efectos se asocian principalmente al estado 

nutricional de la misma, en especial al nivel de folatos, ya que como se 

estableció, tienen un efecto protector en aquellos individuos que tienen este 

polimorfismo al reducir los niveles de homocisteína y reestablecer los patrones 

de metilación (además de ser el sustrato para la metilación de la homocisteína) 

mediante la estabilización del complejo de la MTHFR con FAD evitando la 

pérdida de la actividad enzimática. Sin embargo, se ha demostrado que cuando 

se tiene niveles bajos de folatos y el genotipo 677TT, los niveles de 

homocisteína aumentan drásticamente al comparar con los sujetos con niveles 

adecuados de folatos y homocigotos para el alelo silvestre. Lo anterior conlleva 

a que dichos niveles altos de homocisteína provoquen los efectos de la 

homocisteína en el producto de gestación. 

Para determinar lo anterior, se compararon los genotipos de las madres y los 

pacientes en cuanto al padecimiento en general (L/PH). La distribución de los 

genotipos no mostró una relación significativa, que se confirmó al comparar la 

frecuencia alélica que tampoco difiere significativamente en ambos grupos. 

Esto puede ser resultado de que no existe una posible asociación del 

polimorfismo con la patología. 

 

Se realizó un estudio por binomios para establecer si existía una asociación 

entre el fenotipo y los genotipos de los pacientes y sus madres. Como ya se 

mencionó, y de acuerdo a la figura 45, existe una mayor prevalencia del 
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fenotipo más severo en el binomio 677TT/677TT a comparación de los otros 

fenotipos y que en los otros binomios, que se puede deber a la interacción de 

ambos genotipos y sus efectos asociados como la elevación de la 

homocisteína a niveles mayores que en aquellos binomios en los que sólo un 

individuo tiene el genotipo 677TT como en el binomio TT/CT. Basándose en lo 

anterior, se puede sugerir que en los pacientes estudiados, la interacción entre 

el genotipo de la madre y el paciente, es el factor que puede contribuir a la 

severidad del fenotipo, sin embargo, no se puede asegurar debido a la 

distribución de fenotipos del binomio CT/CC que mostró resultados similares. 

Lo anterior se puede confirmar con la presencia del fenotipo menos severo (LH) 

en el binomio CT/TT, en el que la presencia del alelo mutado en estado 

homocigoto no implica la presencia de los fenotipos más severos. En el 

binomio CT/CT se puede observar la distribución de los fenotipos de acuerdo a 

su frecuencia en la población estudiada (sin considerar el LH debido a que solo 

se está considerando una pareja que corresponde al 50% con éste fenotipo). 

Comparando los binomios TT/CT y CT/TT, se puede sugerir que cuando la 

madre es homocigota para el polimorfismo estudiado, existe un mayor efecto 

sobre el fenotipo, ya que en el segundo se encuentra una pareja que 

corresponde al fenotipo menos severo y no existe la presencia del fenotipo más 

severo a pesar de que el paciente es 677TT, mientras que en el primer binomio 

(cuando la madre es 677TT) está presente el fenotipo más severo. Respecto a 

los dos últimos binomios de la figura 45, únicamente se encuentran pacientes 

con LPHU, debido probablemente a que es el fenotipo más frecuente; sin 

embargo, se esperaba que el fenotipo menos severo se encontrará en el 

binomio CC/CC, debido a lo mencionado anteriormente. Por el contrario, el LH 

se  encontró en los binomios que corresponden a los genotipos más frecuentes 

de acuerdo a la población estudiada. La distribución del LPHU fue similar a la 

observada en los distintos genotipos, siendo más frecuente en el binomio 

CT/CT, seguida del  TT/TT, y siendo la menos frecuente en el binomio  CC/CC, 

que como ya fue mencionado, corresponde a la distribución de este genotipo 

en la población general. 

 

Como se mencionó anteriormente, no se observó una asociación del 

polimorfimo C677T con el L/PH, ya que la frecuencia alélica tanto de las 
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madres como de los pacientes, fue muy similar a la de la población en general, 

teniendo en cuenta las consideraciones establecidas en los resultados. Para 

corroborar lo anterior se enfrentaron cada uno de los genotipos de las madres y 

los pacientes contra los genotipos de los controles. Sin embargo, la prueba de 

los Odds Ratio no descartó la falta de asociación, debido a que los valores 

introducidos no fueron estadísticamente significativos, debido al tamaño de la 

muestra, y debido a que todos los valores arrojados son cálculos estadísticos, 

no se puede establecer ninguna deducción.  

En esta prueba, se esperaba tener un O.R. mayor a 1 en el caso de los 

genotipos homocigotos para la variante mutada en el caso de existir una 

asociación, así como también se podía esperar sobre todo en las madres, de 

acuerdo a los resultados anteriores, un efecto de protección en las madres 

homocigotas para el alelo silvestre. En el caso del fenotipo de LPHB de 

acuerdo a los resultados obtenidos en los binomios, se esperaba tener una 

asociación con el genotipo 677TT de la madre y un O.R. mayor que en el 

padecimiento en general, debido a que es el fenotipo más severo. 

En las figuras 46 y 47 se puede observar que no existe diferencia significativa 

(de acuerdo a los O.R.) entre los genotipos de los pacientes y los controles, y 

los genotipos de las madres de los pacientes y los controles. Aunque cabe 

mencionar, que si hubiera existido una asociación del genotipo con este 

padecimiento, la presencia del genotipo 677CC de las madres al ser menos 

frecuente que en los controles (Fig. 47), se podría atribiur a un posible efecto 

protector en contra del padecimiento, considerando también que las 

frecuencias de este genotipo en los pacientes fueron muy similares a los 

controles. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos de los meta-análisis realizados, los 

Odds Ratio (O.R.) obtenidos de todos los estudios considerados fueron 

mayores en las madres que en los pacientes, aunque la diferencia es muy 

pequeña como para considerarla significativa; no obstante, también es 

importante considerar la distribución de los O.R. en ambos diagramas de árbol, 

ya que en la mayoría de los estudios incluidos, se observa una mayor 

asociación del L/PH respecto al genotipo de la madre al comparar con el de los 

hijos, sugiriendo que tiene un mayor impacto. Posiblemente si se incluyeran 
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más estudios se observaría alguna diferencia significativa, sin embargo, los 

estudios incluidos fueron los disponibles. El diagrama de árbol de los O.R. 

obtenidos con los datos de los pacientes, muestra que en el estudio realizado 

en Alemania se determinó el menor O.R. que en los otros estudios, contrario a 

lo que se observa en Argentina (en los estudios considerados), posiblemente 

debido a las diferentes condiciones económicas y por lo tanto nutricionales, 

favoreciendo a los individuos de Alemania, sugiriendo además que el ambiente 

tiene la principal influencia. Lo anterior también se confirma en el diagrama de 

árbol correspondiente al meta-análisis de los O.R. obtenidos con los datos de 

las madres con hijos con L/PH, en el que por un lado se tiene a Inglaterra con 

el menor O.R. y a Tailandia con el mayor O.R., además de que en este caso se 

observa el efecto de presión selectiva, debido a que la prevalencia de 

homocigotos mutantes para este polimorfimo es muy baja (1.00%); esto 

concuerda con la susceptibilidad a este padecimiento cuando las madres tienen 

este genotipo, ya que en las poblaciones que presentan bajas frecuencias se 

aprecia mejor la influencia del genotipo para esta variante y en este caso su 

relación con el ambiente nutricional, que también fue confirmado al encontrar 

asociación de este genotipo en la población de India [Ali A, et al, 2009]. Los 

O.R. obtenidos en este trabajo también se incluyeron, sin embargo es 

necesario aumentar el tamaño de la muestra para que se pueda hacer una 

comparación significativa; sin embargo, considerando los resultados obtenidos 

se puede sugerir que el valor obtenido para el LP/H fue intermedio a los valores 

arrojados (tanto para las madres como para los pacientes), contrario a lo que 

se observó con el fenotipo considerado más severo, en el que al comparar con 

los O.R. obtenidos con los genotipos de las madres de los otros estudios fue de 

los más altos.  

 

Como ya fue señalado en la sección de los resultados, es muy importante 

considerar las proteínas afectadas por la homocisteína y la homocisteína 

tiolactona, y que están involucradas en el desarrollo del labio y el paladar, 

teniendo en cuenta que en individuos con el polimorfismo C677T se han 

encontrado niveles mayores de homocisteína respecto a los observados en 

aquellos homocigotos para el alelo silvestre en población mexicana (sobre todo 

en aquellos con una deficiente dieta en folatos). Para el presente trabajo sólo 
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se consideraron cuatro de las proteínas principales involucradas en este 

proceso. Debido a que no se contó con otro sistema de análisis, se utilizó el 

software mencionado, en el cual se resaltaron los residuos de lisina y cisteína 

de acuerdo a como se indica en las figuras.  

Es importante señalar que se muestran todos los residuos de estos 

aminoácidos, y la proteína de forma que se aprecien aquellos residuos que se 

encuentren más expuestos a tener contacto con otras moléculas, sin embargo, 

no se asegura que precisamente en esos residuos se incorporan la 

homocisteína o la homocisteína tiolactona ni que pueden alterar su estructura 

tridimensional y/o funcionalidad. Para esto, se requiere de un estudio más 

sofisticado en el que se determinen los sitios de unión de estos compuestos y 

la consecuencia estructural en las proteínas afectadas, lo cual se puede llevar 

a cabo por espectroscopía de masas comparando la proteína pura y los 

aductos formados de la misma al reaccionar con los compuestos mencionados. 

Por otro lado, para evaluar la funcionalidad de las proteínas se puede hacer 

ensayos en los que se demuestre su actividad (ya sea por ensayos enzimáticos 

o determinando la unión con sus ligandos). 

Lo anterior puede ser más significativo en el caso del binomio de homocigotos 

para el alelo mutado, en el que el fenotipo es más severo debido a que los 

niveles de homocisteína son muy altos en comparación con los niveles 

normales.  

Como se puede observar en la figura 48, existe una mayor cantidad de 

residuos de lisina que de cisteína, sin embargo, los primeros están más 

expuestos al medio, y considerando la posible pérdida de la actividad de SHH, 

la unión de la homocisteína y/o la homocisteína tiolactona puede provocar que 

no se fusionen las proyecciones palatinas debido a que esta proteína se 

encuentra en la lámina epitelial media cuando se lleva a cabo la fusión, además 

de ser una molécula primordial en la organogénesis. 

MSX1 a pesar de no tener muchos residuos de lisina y ninguno de cisteína, 

como se puede apreciar en la figura 49, contiene residuos de lisina que 

interaccionan directamente con el DNA, los cuales al ser modificados 

seguramente provocarán que este factor de transcripción ya no interaccione 

con el DNA, lo cual es fundamental debido a que activa la expresión de BMP2, 

BMP4 y SHH que son indispensables para la formación del labio  y el paladar. 
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Una de las proteínas que están involucradas en la diferenciación celular y que 

se encuentra en el epitelio y mesénquima de las proyecciones palatinas, es la 

BMP2. Esta proteína como se puede observar en la figura 50, tiene una gran 

cantidad de residuos de cisteína principalmente, que al interaccionar con la 

homocisteína u homocisteína tiolactona pueden provocar la alteración de la 

estructura e impedir la unión con sus ligandos de forma indirecta (ya que no se 

encuentran en el sitio de unión de acuerdo al ligando presentado). Sin 

embargo, como se muestra en la figura mencionada y de acuerdo a la 

interacción de esta proteína con su ligando, los residuos de lisina al ser 

modificados puede conllevar directamente a que no se lleve a cabo dicha 

interacción y no se lleve a cabo la señalización correspondiente. 

Una de las proteínas más importantes en la fusión palatina es la TGFβ3, ya que 

cuando se inhibió la expresión del gen correspondiente en un modelo animal, 

se observó que la fusión no se llevaba a cabo. Por lo tanto, considerando que 

tienen una gran cantidad de residuos de lisina y cisteína, al aumentar los 

niveles de homocisteína plasmática es muy probable que se pierda la 

estructura y/o su funcionalidad por la formación de los aductos mencionados, 

teniendo como consecuencia la falta del cierre de las proyecciones palatinas. 

 

Existen factores que no fueron considerados en el presente trabajo, debido a 

que se estableció que correspondían a datos clínicos, de acuerdo a lo 

estipulado por el Departamento de Genética del HIMFG. Uno de estos 

aspectos son las características heredofamiliares de lo individuos incluidos en 

el estudio, del cual se espera que del 20 al 30% tengan antecedentes 

heredofamiliares positivos, de acuerdo a lo establecido en distintintos estudios 

y a lo reportado en la referencia [Peña I.M, 2008]. Lo anterior, es indispensable 

en el asesoramiento genético, ya que además de considerar los factores 

nutricionales (como los niveles y consumo de folatos), el riesgo de recurrencia 

en aquellos individuos con el antecedente de un familiar afectado y 1 un hijo 

afectado aumenta hasta cuatro veces el riesgo observado en la población en 

general, y 17 veces cuando se tiene la misma situación con alguno de los 

padres afectados. Si hubiera existido una asociación significativa entre el 

polimorfismo C677T y la patología en la población estudiada, posiblemente se 
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podría emplear la genotipificación de esta variante como herramienta para el 

asesoramiento genético. 

Otro aspecto no considerado fue el consumo periconcepcional de ácido fólico, 

el cual para el proyecto mayor se evalúo mediante cuestionarios 

cuidadosamente diseñados. Como ya se mencionó, el consumo 

periconcepcional de este nutrimento ha disminuido el riesgo de tener hijos con 

malformaciones congénitas de acuerdo al riesgo observado cuando las madres 

no consumen esta vitamina, debido al efecto protector mencionado. Existen 

muchos estudios en los cuales se ha determinado lo anterior para el LP/H, en 

los que se ha establecido que el riesgo de las madres para tener hijos con este 

padecimiento en población caucásica aumenta hasta 6 veces cuando no existe 

la suplementación periconcepcional del ácido fólico y son homocigotas para el 

polimorfismo C677T [Van Rooji I, et al, 2003]; lo anterior también se observó 

cuando los pacientes eran homocigotos para la misma variante, sin embargo, el 

aumento del riesgo fue menor que el observado cuando las madres eran 

homocigotas. Por lo tanto, considerando la alta frecuencia del genotipo 

homocigoto para 677TT respecto a las demás poblaciones mundiales, y a que 

muchos de los individuos (y sus madres) que acuden al HIMFG no tienen un 

estado nutricional adecuado, se podría esperar que tenga un gran impacto la 

presencia de este polimorfismo en las madres que no tienen niveles adecuados 

de folatos (debido a la falta de suplementación periconcepcional) sobre el 

riesgo de tener hijos con LP/H. Sin embargo, es importante aclarar que, para 

que se cumpla lo anterior, se debe confirmar primero si existe una asociación 

de este polimorfismo con la patología mencionada en la población estudiada, lo 

cual no se obtuvo. 

Es importante considerar la influencia de los otros factores que pueden tener 

influencia en el riesgo de tener descendencia con L/PH como el consumo de 

multivitamínicos, alcohol, cigarro y fármacos, la edad materna, la exposición a 

teratógenos y el estado de salud principalmente.  Ajustando estas variables, se 

puede establecer el impacto del consumo de ácido fólico y el polimorfismo 

C677T, lo cual se puede llevar a cabo mediante el empleo de cuestionarios 

cuidadosamente diseñados y de una prueba estadística que permita visualizar 

resultados confiables.  
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Basándose en que el L/PH es una enfermedad multifactorial en la que además 

del ambiente están involucrados múltiples genes, para establecer su etiología y 

las condiciones genéticas que proporcionan susceptibilidad a la misma, es 

importante considerar la posible asociación de polimorfismos y mutaciones 

encontradas en distintos genes cuyos productos proteicos participan directa o 

indirectamente en la etiología de la enfermedad. Respecto al polimorfismo en 

estudio del presente trabajo, se pueden tomar aquellas poblaciones en las que 

se ha tenido la mayor asociación con el L/PH considerando la influencia del 

ambiente (sobretodo de los folatos) y considerar aquellos polimorfismos en los 

que se han obtenido asociaciones significativas con el fenotipo.  

Teniendo en cuenta el metabolismo de los folatos, la homocisteína y el 

polimofismo C677T, se pueden estudiar genes que estén involucrados en el 

metabolismo de estos compuestos y determinar su asociación con el L/PH. Por 

ejemplo, considerando que este polimorfismo se ha asociado a la enfermedad 

debido, en gran parte, al aumento de los niveles de homocisteína plasmática en 

los homocigotos, se puede establecer la influencia de aquellos genes que 

codifican para productos que están implicados en el metabolismo de la 

homocisteína y sus derivados. En un caso en particular, basándose en que los 

aumentos de homocisteína se relacionan con el estrés oxidante y que la 

homocisteína es precursora del glutatión, podría verse un efecto compensatorio 

en el que el glutatión disminuye las especies oxidantes producidas por el 

metabolismo de las homocisteína. Sin embargo, si existen mutaciones 

deletéreas en los genes que codifican para las enzimas involucradas en la 

síntesis de los derivados del glutatión, podría observarse un efecto negativo 

mayor sobre el fenotipo. De esta manera, se pueden establecer múltiples 

asociaciones de muchos genes con la etiología de la enfermedad [Ali A, et al, 

2009]. 
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VII. Conclusiones 

 

Se determinó, mediante la genotipificación por la técnica RFLP, que la 

prevalencia para los genotipos CC, CT y TT en los pacientes con L/PH fue de 

18.52%, 48.15% y 33.33%, respectivamente, mientras que en las madres fue 

de 11.11%, 55.56% y 33.33%. La distribución de los distintos genotipos, así 

como de los binomios, no tuvo una relación estadísticamente significativa con 

el fenotipo debido al tamaño de la muestra. Finalmente, no se encontró una 

posible asociación de los distintos genotipos con el padecimiento al comparar 

las frecuencias genotípicas y alélicas obtenidas con las de la población en 

general, lo cual no se puede descartar debido a que no se utilizaron controles 

propios y a que el tamaño de la muestra fue menor a la significativa. 
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IX. Anexos. 

9.1. Reactivos. 

• Solución de lisis para glóbulos rojos: cloruro de amonio, ácido etilén 

diamino tetraacético y bicarbonato de sodio (Qiagen). 

• Solución de lisis celular: Tris (hidroximetil) aminometano, ácido etilén 

diamino tetraacético (Qiagen). 

• Solución para precipitar proteínas: acetato de amonio (Qiagen). 

• Isopropanol de grado molecular. 

• Etanol de grado molecular. 

• Buffer TBE: Tris-boratos-EDTA (Qiagen). 

• Bromuro de etidio. Mutágeno y cancerígeno. Se debe tener precaución 

de no tener contacto directo (vía respiratoria, oral, ocular y dérmica). 

• Marcador de 50 y 100 pb: agua, glicerol y buffer de carga (Fermentas). 

• Buffer de carga: 10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.03% azul de bromofenol, 

0.03% cianol xileno, 60% glicerol, 60 mM EDTA (Fermentas). 

• Los reactivos para la PCR (Invitrogen) y la restricción (Fermentas) se 

especifican en el procedimiento.  

9.2. Equipos y otros materiales. 

• Cámara para electroforesis (Deltech). 

• Fuente de poder (Apparatus Corporation EC 105) 

• Fotodocumentador (Kodak, Gel Logic 1500). 

• Speed Vac (Thermo Savant ISS110). 

• Termociclador (Techne, TC-412). 

• Microcentrífuga (Eppendorf, 5415 C W/Rotor 14000 RPM). 

 

9.3. Tablas anexas. 

 
Tabla 18. Distribución de Chi Cuadrado χ2. P = Probabilidad de encontrar un valor mayor 

o igual que el chi cuadrado tabulado; ν = Grados de libertad (g.l.). Obtenido de 

http://www.cema.edu.ar/~rst/Simulacion_de_Sistemas/Teoria/tablachicuadrado.pdf 
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