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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar si existe diferencia
en la proporcion de los polimorfismos de la metilen tetrahi-
drofolato reductasa (MTHFR) C677T y en los niveles de
homocisteina, entre una poblacion de mujeres con pérdida
gestacional recurrente y un grupo control. Se incluyeron 93
pacientes con diagnéstico de tres o0 mas pérdidas gestaciona-
les y 206 mujeres sanas con dos o mas hijos. Previa aceptacion
del consentimiento informado, a cada mujer se le tomé una
muestra de sangre periférica tanto para la genotipificacion
de los polimorfismos de la MTHFR como para la medicion de
homocisteina en plasma. Las portadoras de la condicion
homocigota TT para el polimorfismo de la MTHFR 677T
fueron 12,9% (12/93) en el grupo de pacientes y 14,6 %
(30/206) en el grupo control; un 46,2% (43/93) y 40%
(83/206) en el grupo de pacientes y de controles respectiva-
mente, fueron heterocigotos CT para el gen de la MTHFR.
Los niveles promedio de homocisteina fueron 7,2 pmol/ml
para las pacientes y 7,7 umol/ml para los controles. No se
encontré relacién entre los polimorfismos del gen de la
MTHEFR y el aumento en los niveles de homocisteina, ni de
éstos con la PGR. Desde la perspectiva de la nutrigenética,
sugerimos que para estudiar la relacion entre los polimorfis-
mos de la MTHFR con determinada enfermedad, se tengan
en cuenta los niveles de folatos, vitaminas B, y B , que inter-
vienen en el ciclo de los tetrahidrofolatos con el fin de intentar
establecer una relacion mas directa entre el genotipo, el nivel
del metabolito y las manifestaciones clinicas. En este mismo
sentido recomendamos el consumo de acido félico en las
mujeres que estén buscando embarazo dado la alta frecuen-
cia de heterocigotos y homocigotos para la mutacion C677T
dela MTHFR en nuestra poblacion.
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RELATIONSHIP BETWEEN
METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE
POLYMORPHISM AND HOMOCYSTEINE LEVELS

IN WOMEN WITH RECURRENT PREGNANCY
LOSS: ANUTRIGENETIC PERSPECTIVE

Abstract

The objective of this study was to evaluate if there is any
difference in the proportion of methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) C677T polymorphisms and the
homocysteine levels in a group of women with recurrent
pregnancy loss (RPL) and a control group. Ninety-three
patients with diagnosis of three or more gestational losses and
206 healthy women with two or more children, were included.
After acceptance of informed consent, samples of peripheral
blood were taken to determine the genetic polymorphisms of
MTHEFR C677T and the plasmatic levels of homocysteine.
The carriers of the homozygous mutation TT of MTHFR
677T polymorphism were 12.9% (12 of 93) in the group of
patients and 14.6 % (30 of 206) in the control group; 46.2%
(43 of 93) and 40% (83 of 206) in the group of patients and
controls respectively, were heterozygous CT for MTHFR
gene. The levels of homocysteine were 7.2 pmol/ml in the
group of patients and 7.7 mmol/l in controls. There was no
relationship between MTHFR gene polymorphisms and the
increase of homocysteine levels, nor of these one with RPL.
From the nutrigenetics perspective we suggest that studies
related to MTHFR polymorphisms and the risk of disease
include the levels of folate and B, and B,, vitamins participa-
ting in the tetrahydrofolate cycle for trying to establish a
direct relation among the genotype, the level of metabolite
and the clinical manifestations. In this regard, we recommend
the administration of folic acid in women in search of preg-
nancy due to the high frequency of heterozygous and
homozygous for MTHFR C677T mutation in our population.

(Nutr Hosp. 2008;23:277-282)
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Introduccion

La pérdida gestacional recurrente (PGR) se define
como la pérdida consecutiva de tres 0o mds productos de
la gestacion y afecta cerca del 0,4 al 0,8% de la pobla-
cién fértil'; este porcentaje se incrementa a un 5%
cuando se incluyen parejas a partir de las dos pérdidas?.
El origen de las pérdidas gestacionales es multifacto-
rial y se han involucrado diferentes causas como altera-
ciones cromosOmicas, malformaciones anatémicas,
desnutricién materna, imbalance hormonal (estrége-
nos, progesterona y hormonas tiroideas) y anticuerpos
antifosfolipidos’; sin embargo en mds del 50% de las
pacientes la causa sigue siendo de origen desconocido.

Nuestro grupo de investigacién ha estado interesado
en abordar el problema de la PGR desde una perspec-
tiva interdisciplinaria por lo cual nos dimos a la tarea
de incursionar en la nutrigenética, que es una rama de
la genética que estudia la determinacién de los poli-
morfismos genéticos y su relacién con los nutrientes en
la expresion de genes que afectan la salud, con el fin de
entender como algunos polimorfismos genéticos que
estdn implicados en la alteracién del metabolismo del
acido félico pueden ocasionar la PGR.

Fisiol6gicamente, la 5,10-metilen-tetrahidrofolato-
reductasa (MTHFR) cataliza la conversién unidirec-
cional de 5,10-MTHFR a 5-metil-tetrahidrofolato (5-
metil THF). La actividad de la MTHFR requiere de
cantidades adecuadas de NADPH y FADH, para man-
tener niveles apropiados de 5-metil THF en la célula. Si
por alguna circunstancia la actividad de la MTHFR es
baja, los niveles intracelulares de 5-metil THF dismi-
nuyen, y la conversién de homocisteina (Hcy) a metio-
nina, se ve afectada. La falta de metionina resulta en
una carencia de grupos metilo, que son necesarios para
las reacciones de metilaciéon como las que se dan en la
sintesis de DNA, carnitina, creatina, epinefrina, puri-
nas y nicotinamida. As{, cuando la formacién de 5-
metil THF es defectuosa, se afecta la capacidad del
organismo para sintetizar productos metilados y remo-
ver la Hey.

La Hcy es producida por la demetilacion intracelular
de la metionina y exportada al plasma, por donde cir-
cula principalmente en su forma oxidada, unida a las
proteinas del plasma como un disulfuro mixto Hcy-
proteina, con la albimina®. La Hcy total representa la
suma de todas las formas de Hcy (libre y unida a las
proteinas) encontradas en el plasma o suero. Durante la
transulfuracién dependiente de la vitamina B, 1a Hcy
se cataboliza irreversiblemente en cisteina; sin
embargo la mayor parte de la Hcy es remetilada for-
mando nuevamente metionina, principalmente por
accion de la metionina sintetasa, enzima que depende
de la cobalamina y del folato. Cuando el proceso no
fluye normalmente, la Hcy se acumula y se exporta
hacia la circulacién sanguinea* originando un aumento
de la Hey en suero, y niveles disminuidos de folato en
los glébulos rojos y en el suero. Esta disminucion de
folatos y el aumento de la Hcy, podrian alterar la meti-

lacién del DNA (hipometilacién), afectando la expre-
sién de algunos genes lo que podria causar dafios en la
vascularizacion coridnica’, abrupcio de placenta, pree-
clampsia y defectos del tubo neural® que pueden llevar
ala pérdida gestacional.

En la dltima década se han reportado diversas varia-
ciones genéticas de la MTHFR, causantes de disminu-
cion en su actividad y en la subsecuente formacién del
5-metil THF y todas ellas consisten en substituciones
en la secuencia del DNA que codifica para la enzima.
Se denominan polimorfismos porque dichas variacio-
nes se encuentran en mas del 1% de la poblacién. Uno
de los polimorfismos genéticos mds estudiados en este
sentido es la variante termolébil y deficiente de la
enzima que se produce por una sustitucion de una cito-
sina (normal) por una timina (mutada) en la posicion
677 del gen de la MTHEFR lo que origina un cambio en
la secuencia de aminodcidos de una alanina por una
valina. La condicién de homocigosis 677T es respon-
sable de una disminucién de la actividad de la MTHFR
y se ha asociado con un incremento en las concentra-
ciones de Hcy plasmaticas.

En los reportes de la literatura hay controversia
sobre la relacién entre las mutaciones de la MTHFR o
los niveles de Hcy, y la pérdida gestacional®™". El
objetivo de esta investigacion fue evaluar si existe dife-
rencia en la proporcién de los polimorfismos de la
MTHEFR C677T y en los niveles de Hcy, entre una
poblacién de mujeres con PGR y un grupo control.

Materiales y métodos
Poblacion de estudio

Noventa y tres pacientes con diagndstico de tres o
mas pérdidas gestacionales de la consulta de aborto del
Grupo Reproduccién de la Universidad de Antioquia
que ademads hubieran presentado alguna de las siguien-
tes complicaciones: muerte fetal de segundo trimestre
de causa desconocida, muerte embrionaria temprana,
preeclampsia severa o recurrente o restriccion del cre-
cimiento intrauterino. El grupo control incluyé 206
mujeres sanas con dos o mds hijos, no mas de una pér-
dida y cuya historia obstétrica no tuviera las complica-
ciones que eran criterio de inclusién del grupo de
pacientes.

A todas las mujeres se les tomé una muestra de 10
ml de sangre periférica en dos tubos vacutainer®, asi:
un tubo con EDTA para la extraccion del DNA gen6-
mico a partir de los glébulos blancos y posterior geno-
tipificacion de los polimorfismos para la MTHFR
C677T y otro con EDTA en cadena de frio (4 °C desde
la toma hasta su utilizacién) para la medicién en
plasma de la Hcy. Esta obtencidn de sangre se realizd
previo consentimiento informado de las pacientes. La
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de
la Corporaciéon Biogénesis de la Universidad de
Antioquia.
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Determinacion de los niveles de Homocisteina

Se utilizé el estuche comercial IM®x SYSTEM
Homocysteine (Abbott Diagnostics Division, Germany)
el cual se basa en la tecnologia de inmunoandlisis de fluo-
rescencia polarizada. La Hey unida (forma oxidasa) se
reduce a Hey libre, la cual se convierte enzimaticamente
en S-adenosil-L-homocisteina (SAH)". En condiciones
fisiolégicas, la SAH hidrolasa convierte la SAH en
Hcys; el exceso de adenosina en la solucién de pretrata-
miento convierte la Hcy en SAH utilizando la SAH
hidrolasa bovina. Los valores de referencia de la Hey,
fueron los determinados por el estuche comercial
(5-15 pmol/ml para personas entre 20 a 60 afios y de
5-20 wmol/ml para personas mayores de 60 afios).

Determinacion del polimorfismo C677T en el gen
que codifica para la MTHFR por PCR-RFLP

El DNA se extrajo de sangre total por el método de
fenol-cloroformo usando protocolos estandarizados®.

La amplificacién de la regién que contiene la muta-
cion se realiz6 por una PCR con 20 pmol de cada par de
cebadores':

Sentido 5’ - TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA -3’
Antisentido 5’ - AGGACGGTGCGGTGAGAGAGTG-3’

Se usé un volumen de reaccion de 25 ml conteniendo
tamp6n de PCR 1X (20 mM de Tris-HCI pH 8.0, 100
mM de KCI, 0.1 mM de EDTAy 1 mM DTT), 25 mM
de MgCl,, 0,5 Ul de Taq polimerasa, 2,5 mM de cada
nucledtido en una mezcla de ANTP y 2 pl de la muestra
de DNA gendémico. La mezcla se amplificé en un ter-
mociclador PTC 200 MJ con los siguientes ciclos: des-
naturalizacién inicial de 95 °C/4 minutos, seguido por
40 ciclos de 94 °C/60 segundos, 63 °C/60 segundos y
72°C/60 segundos, seguido de un ciclo de extensién
final a 72°C/10 minutos. Se verificé el amplificado en
un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

El producto amplificado se sometié a una digestion con
la enzima Hinf I, 1a cual gener6 un fragmento de 198pb si
el producto no tenia el sitio de reconocimiento para la
Hinf I que corresponde al alelo normal 677C, y generd dos
fragmentos de 175 y 23pb si la enzima reconocid el sitio
de restriccion para este amplificado, lo cual corresponde
al alelo mutado 677T. Las bandas se visualizaron en geles
de agarosa al 3% tefiidos con bromuro de etidio.

Andlisis de resultados

Se determind si habfa diferencia estadisticamente
significativa en la frecuencia de los polimorfismos de
la MTHEFR entre ambos grupos con la prueba de ji cua-
drado de Mantel y Haenszel y se calcularon las respec-
tivas razones de disparidad, con sus intervalos de con-
fianza del 95% (EPI 6 STAT CALC). Se realiz6 un
andlisis de t no pareada para comparar los niveles de
Hcy entre los casos y los controles usando el programa
estadistico Prism 3.02°.

Resultados

La edad promedio en las 93 mujeres con historia de
PGR fue de 34,1 afios (DS +0,91) y 41,6 afios (DS +
0,67) en las 206 mujeres del grupo control. Doce de los
casos (12,9%) y 30 de los controles (14,6%) fueron
homocigéticas para la mutacién 677T (frecuencia alé-
licade T 35y 36%, respectivamente), tabla I.

El promedio de Hcy en los casos, fue de 7,2 + 2,6
pwmol/ml comparado con 7,7 + 2,5 umol/ml en los con-
troles (p < 0,0001). Se buscé la asociacién entre el
genotipo para la MTHFR y los niveles de Hcy para
observar si habfa diferencia estadisticamente significa-
tiva entre los individuos portadores del genotipo
mutado en forma homocigética 677T y aquellos que
tenfan el genotipo homocigético normal 677C pero no
se encontré diferencia (tabla IT). Aunque se encontrd
una diferencia significativa en los niveles de Hcy entre
casos y controles, esto es irrelevante debido a que sus
promedios estdn dentro del rango de referencia espe-
rado en la poblacién general.

Discusion

La frecuencia de los polimorfismos, tanto homoci-
goto como heterocigoto, de la variante termoldbil de la
enzima MTHFR no tiene un patrén definido de distribu-
cion por regiones o grupos étnicos'>'”. Dos estudios pre-
vios realizados en Colombia sobre la frecuencia de los
polimorfismos de la MTHFR han mostrado una frecuen-
cia inusualmente alta del alelo T en comparacion con lo
reportado en otras partes del mundo'*". El primer estu-
dio fue en un grupo de 150 individuos de la poblacién
general en el que la frecuencia del alelo T fue de 48%,
siendo 28% homocigotos y 46,6% heterocigotos'. El

Tabla I
Frecuencias genotipicas
Variante Genotipo Casos n =93 (%) Controles n = 206 (%) Valor de p OR (IC 95%)*
cc 38 (40,86%) 93 (45,1%)
C677T CT 43 (46,24%) 83 (40,0%) 0,48 0,84 (0,5-1,42)
TT 12 (12,9%) 30(14,6%)
* Limites de confianza de Cornfield (95%) para razon de disparidad (OR).
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Tabla IT
Niveles de Hcy segiin genotipo de la mutacion C677T del gen de la MTHFR

Promedio + DS de Hcy

Promedio + DS de Hcy

Variante Genotipo Casos (umol/ml) Controles (umol/ml) Promedio Valor de p
CcC 70+1,8 77+24 7,5 0,157
Co677T CT 6,96+29 752+24 7,33 0,053
TT 8,75+2,7 8,163 8,33 0,225
Promedio 721£26 7.7+25 7,55 <0,0001

otro estudio se realiz6 en nuestro grupo y se estudiaron
114 individuos sanos donantes de un banco de sangre y
100 pacientes con historia de trombosis venosa pro-
funda; se encontré una frecuencia alélica de T de 48,5%
y 43,8% en los pacientes y en los controles, respectiva-
mente". En el presente estudio, en mujeres con PGR y en
un grupo control, se encontrd una frecuencia alélicade T
de 36 y 35% en cada uno de los grupos.

En Suramérica se han realizado tres estudios,
incluido el nuestro, sobre la posible asociacién del
polimorfismo C677T de la MTHFR con la PGR. Couto
y cols.? en Brasil, encontraron que la forma heteroci-
gota era mds frecuente en mujeres que tenfan PGR en
comparacion con mujeres normales 53,4% (47/88) ver-
sus 29,5% (26/88) p < 0,001. En otro estudio realizado
en Uruguay por Otero y cols.?' se encontr una frecuen-
ciade 16,2% (17/105) del genotipo homocigético en
las mujeres con PGR en comparacién con 8,1%
(12/148), en el grupo control (p < 0,05). En contraste a
lo reportado por estos estudios, nosotros no encontra-
mos diferencia estadistica en las frecuencias genotipi-
cas de la mutacién C677T entre los casos con PGR y el
grupo control (tabla I). Estos resultados podrian expli-
carse por el origen poblacional y la composicién étnica
de la poblacién de estos tres paises los cuales recibie-
ron diferentes olas migratorias durante la época de la
conquista provenientes de Portugal y Espaiia, en Brasil
y Colombia, respectivamente, y de Espafia y posterior-
mente de Italia, en Uruguay; adicionalmente se puede
deber a los grados de mezcla que han tenido estas
poblaciones con la poblacién nativa amerindia y con
las poblaciones negras que fueron traidas durante la
esclavitud. Estudios en otros lugares del mundo tam-
bién han encontrado resultados contradictorios®™!!22
por lo que se requiere realizar investigaciones mas
bésicas con el fin de encontrar los mecanismos precisos
involucrados en el aumento de los niveles de Hcy y su
papel en la fisiopatologia de la PGR.

La medici6n de la Hey en un grupo de 30 mujeres y
18 hombres de la poblacién colombiana mostré que las
concentraciones generales de Hcy fueron de 8,5
pwmol/l; al separar los individuos por sexo, los prome-
dios para mujeres y hombres fueron de 7,6 umol/l y
10,1 pmol/l, respectivamente®. En nuestro caso,
encontramos diferencia estadisticamente significativa
al comparar las mujeres del grupo control con las
pacientes con PGR, pero este hallazgo es irrelevante

porque, en ambos grupos, los promedios se encontra-
ban entre los valores de referencia considerados como
normales (5-15 wmol/l).

El aumento en las concentraciones sanguineas de
Hcy o hiperhomocisteinemia, se ha encontrado aso-
ciado con un mayor riesgo de enfermedades cardiovas-
culares y demencias®. El mecanismo por el cual esta
hiperhomocisteinemia produciria alteracion vascular y
posiblemente PGR por infartos placentarios aun no se
ha elucidado, pero podria postularse un dafio de la fun-
cién endotelial que promueve el crecimiento de células
de musculo liso llevando a lesiones vasculares y facili-
tando la adherencia plaquetaria®?’. La suplementacion
con 4cido f6lico, vitamina B, y vitamina B , en indivi-
duos con hiperhomocisteinemia, tanto sanos como
enfermos cardiacos, ha mostrado que normaliza o
reduce las concentraciones de Hey en sangre disminu-
yendo el factor de riesgo>.

Los estudios realizados para establecer diferencia en
la frecuencia de los polimorfismos de la MTHFR entre
individuos sanos e individuos con diferentes enferme-
dades que se cree son el resultado de una alteracién en
el ciclo de los tetrahidrofolatos, han arrojado resulta-
dos muy contradictorios principalmente por el nivel de
consumo de las diferentes vitaminas que interactian en
dicho ciclo. En un estudio se encontré diferencia signi-
ficativa entre pacientes con enfermedad cardiovascular
y portadores del genotipo 677T en comparacién con
aquellos que tenfan el genotipo 677C, pero este efecto
s6lo se observo si los individuos tenian un escaso con-
sumo de dcido f6lico; asi, el bajo consumo de folatos,
podria ser una explicacién en la manifestacion del
efecto del polimorfismo de la MTHEFR en el riesgo de
enfermedad cardiovascular®. En otro estudio por el
contrario, se encontré que aunque los individuos con el
genotipo 677T si tenfan mayores niveles de Hcy, ésto
no estaba asociado con el riesgo de enfermedad cardio-
vascular?.

Con respecto a la posible influencia del consumo de
diferentes vitaminas en los niveles de Hcy es impor-
tante considerar la legislacion nutricional que manejan
los diferentes paises. Por ejemplo, en Estados Unidos y
Canadd, la legislacion de la Administracién de Drogas
y Alimentos recomendd, a partir del afio 1998, una
dieta diaria de 320 g de acido f6lico al dia en adultos y
de 400 pg en mujeres en estado de preconcepcion para
reducir principalmente la incidencia de los dafios del
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tubo neural. Para que estos niveles sean consumidos
por la poblacioén se realiza una fortificacion de harinas,
granos y cereales con folatos (140 pg de folato por 100
g de producto); de esta manera cereales fortificados,
panes fabricados con harina de trigo fortificada y pro-
ductos de grano, representan los mayores recursos de la
vitamina B, (dcido f6lico)**. En Chile por su parte el
Ministerio de Salud como estrategia para disminuir la
frecuencia de defectos del tubo neural, determiné que a
partir del 1° de enero de 2000 se agregara 220 ug de
acido félico por cada por 100 g de harina, con lo que
esperan alcanzar un aporte de 360 g diarios de dcido
félico so6lo a través del consumo de pan fortificado®3*.

La hiperhomocisteinemia es generalmente corregida
por el uso de dcido félico y vitamina B,y B,,, lo cual
podria estar explicando los valores bajos de Hey, tanto
en el estudio de Cérdoba y cols. como en el presente
trabajo. Las pacientes con PGR y en general las muje-
res que estdn buscando un embarazo, acostumbran
consumir dcido félico en preparados comerciales, y
aunque a las mujeres del grupo control no se les inte-
rrog6 sobre el consumo de dcido félico, es poco proba-
ble que lo estuvieran consumiendo en tabletas. La dieta
en Colombia es rica en folatos aunque en algunas oca-
siones se cocinan los vegetales con lo cual se pierde
esta vitamina; adicionalmente en los supermercados se
encuentra una variedad de productos fortificados con
acido félico pero gran parte de la poblacién no puede
acceder a estos productos debido a que hacen parte de
un mercado mas diferenciado, poco asequible a los sec-
tores con menos ingresos econdmicos.

Con los datos obtenidos en el presente trabajo, noso-
tros concluimos que en nuestra poblacién de estudio el
alelo T de la MTHFR no estd asociado ni con el
aumento de niveles de Hcy en plasma ni como factor
desencadenante de PGR. Basados en la literatura y en
la alta frecuencia de heterocigotos CT y homocigdticos
TT parael gen de la MTHFR, y considerando que tanto
los niveles de Hcy como la PGR son entidades multi-
factoriales, nos permitimos sugerir el consumo de
dcido félico en los niveles recomendados tres meses
antes de la concepcién y durante el primer trimestre del
embarazo, para tratar de prevenir los efectos adversos
que pudieran ser ocasionados por el estado de portado-
ras de esta mutacion.

Nuestra recomendacion final es que en los trabajos
en los que se pretenda estudiar la asociacion de los
polimorfismos de la MTHFR con el riesgo de determi-
nada enfermedad, se tenga en cuenta los niveles de
otros componentes, ademads de la Hey, que hacen parte
del ciclo de los tetrahidrofolatos tales como el 4cido
félico, la metionina, la vitamina B, y la vitamina B , ya
que estos nutrientes estan interactuando permanente-
mente con los genes que codifican para las diferentes
enzimas que regulan este ciclo. Asi, se podria estable-
cer una relacién mds real entre el genotipo, el nivel del
metabolito y su posible influencia en las manifestacio-
nes clinicas de los individuos con un polimorfismo
alterado. El desconocimiento de las interacciones que

emergen de un sistema tan complejo como éste, seguird
generando resultados diversos y contradictorios.
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