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RESUMEN

Introduccién: El polimorfismo rs1801133 es la causa genética mas frecuente
de hiperhomocisteinemia. Objetivo: Relacionar el estado de homocigosidad
materna del polimorfismo rs1801133 y la hiperhomocisteinemia con el riesgo
de presentar defectos congénitos folato-sensibles en su descendencia.
Material y Métodos: Se realiz6 un estudio analitico de casos y controles en
Villa Clara, se incluyeron 83 madres de casos con defectos congénitos folato-
sensibles que habian tenido su descendencia entre 2013 y 2018 e igual
cantidad de controles, a las que se les determinaron los niveles de
homocisteina total y la genotificacion del polimorfismo rs1801131.
Resultados: El 64,29 % (9/14) de las madres con genotipo homocigotico TT
presentaron hiperhomocisteinemia, esta condicién se observé en solo un caso
heterocigético y no se observd ningun caso entre las madres con genotipo
CC. Conclusiones: La hiperhocisteinemia constituye un factor de riesgo para
el conjunto de DC folato-sensibles y para las hendiduras labio palatinas y los
defectos del tubo neural en particular. Las madres con genotipo homocigotico
TT presentan niveles mas elevados de homocisteina, que, junto a la
deficiencia de acido fdlico, son factores relacionados con un incremento de la
susceptibilidad para diferentes defectos congénitos folato-sensibles en su
descendencia.

Palabras claves: Defectos congénitos, deficiencia de acido fdlico;
polimorfismo genético, hipermocisteinemia.

INTRODUCCION

Los defectos congénitos (DC) son alteraciones morfoldgicas, bioquimicas o
funcionales de origen prenatal, que originan una alta mortalidad y variedad
de complicaciones. Los recién nacidos con DC, comparados con aquellos que
no los tienen, son mas propensos a hospitalizaciones, asi como a alteraciones
neuroldgicas y psicoldgicas. (1,2)

Aunque los DC mayores como grupo, son relativamente frecuentes, estos
incluyen una variedad de procesos morfoldgicos que son etioldgicamente
distintos y con frecuencias diferentes. Por ello, resulta oportuna su
agrupacion etiopatogénica siempre que sea posible, por ejemplo, los DC
sensibles a la deficiencia materna de acido félico; entendiéndose como tal
aquellos DC en los que se ha comprobado una disminucién de su frecuencia,
luego de la suplementacion materna preconcepcional o fortificaciéon de
alimentos con &acido fdlico. (3)

Entre los DC folato-sensibles se describen los defectos del tubo neural (DTN),

las cardiopatias congénitas conotroncales (CCCT), las hendiduras
labiopalatinas (HLP), la gastrosquisis (GS), los reductivos de extremidades,
algunos del tracto urinario, asi como el Sindrome Down (SD) por trisomia
libre o total del cromosoma 21. (3)

El folato es un nutriente esencial, debido a que los mamiferos carecen de
actividad fisioldgica para sintetizarlo, es necesario obtenerlo de la dieta o
consumir su forma sintética: el acido folico. (4)



El acido fdlico es el determinante dietético mas importante de la
homocisteina, que sirve como un intermediario critico en las reacciones de
metilaciéon. Se crea a partir de metionina y se convierte de nuevo en
metionina o se transforma en cisteina. Este proceso es ayudado por varias
enzimas y tres vitaminas: Aacido fdlico, piridoxina y cobalamina. Este
aminoacido sulfurado, derivado demetilado de la metionina, después de su
conversion en S-adenosilmetionina constituye el donante mas importante de
grupos metilos en el organismo, cuya reaccién de remetilacion esta
estrechamente relacionada con el gen metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR).

Se han descrito diversos polimorfismos del gen MTHFR asociados a los DC
folato-sensibles; el mas estudiado es el rs1801133 (OMIM: 607093.0003),
considerado como la causa genética mas frecuente de hiperhomocisteinemia
moderada. (5-7)

El objetivo de la presente investigacion es relacionar la hiperhomocisteinemia
materna con el genotipo homocigético de riesgo TT resultante de la
genotipificacién del polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR en madres con
descendencia afectada por cinco tipos de DC folato-sensibles.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd6 un estudio analitico de casos y controles poblacionales en la
provincia de Villa Clara en el periodo entre 2016 y 2020 donde se estudiaron
mujeres que habian tenido su descendencia entre 2013-2018.

Universo: 267 madres con descendencia afectada con alguno de los cinco
tipos de DC folato-sensibles entre 2013 y 2018.

Poblacion: 212 madres de casos con alguno de los cinco tipos de DC folato-
sensibles que cumplieron con los siguientes criterios de inclusidon: Madres con
descendencia afectada con alguno de los cinco tipos de DC folato-sensibles
(defectos del tubo neural, cardiopatias congénitas conotroncales, hendiduras
labiopalatinas, gastrosquisis, y Sindrome Down por trisomia libre del
cromosoma 21), ya fuera nacido vivo, mortinato o interrupcion de la
gestacion por esta causa, o bien una combinacién no sindrémica de alguno
de los anteriores, ocurrido entre 2013 y 2018 cuyas madres residieran en
alguno de los municipios de Villa Clara al realizar la investigacion y dieran su
consentimiento para participar.

Fueron considerados como criterios de exclusién: madres con antecedentes
de haber recibido transfusiones sanguineas en un periodo menor a seis meses
y aquellas con antecedentes patoldgicos personales de enfermedad arterial
coronaria, cancer, trombofilia o insuficiencia renal.

Se conformd un grupo control con las madres de recién nacidos vivos sin
ningun tipo de DC nacidos en alguno de los hospitales de Villa Clara,
seleccionados en el momento que se iba haciendo el diagndstico del caso,
provenientes de las mismas areas de salud que aquellos, con el menor tiempo
posible de diferencia con la fecha de diagndstico de los casos. Fueron tomados



en una relacion 1:1 hasta completar la misma cantidad de madres de los
Casos.

A todas las madres, previo consentimiento, se les tomd una muestra bioldgica
para la determinacion de los niveles plasmaticos de homocisteina y para la
extraccion de ADN linfocitario. (8)

Muestra: 83 madres de casos e igual cantidad de controles.

Se utilizd un muestreo no puro, que, aunque tuvo caracter no probabilistico,
se introdujeron elementos azarosos, dados porque la seleccion de las
muestras se hizo a ciegas y al azar por parte del analista en el laboratorio en
el momento de tomar la muestra para su estudio entre el total de muestras
de toda la poblacién; hasta completar una cuota definida, que se distribuyd
equitativamente entre los grupos establecidos; pero no identificados por
quién las proceso.

La determinacion de los niveles plasmaticos de homocisteina total se realizd
mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién. Se
consideraron las siguientes variables: Niveles normales: 3,82-17,19 umol/L.
Niveles de riesgo: concentraciones entre 15,00 pmol/Ly 17,19 pmol/L(5) e
hiperhomocisteinemia: concentraciones sanguineas mayores o iguales a
17,19 umol/L. (7,9)

La extraccion de ADN leucocitario se realizd6 de manera automatizada
mediante el equipo QIA Symphony SP y el polimorfismo rs1801133 se estudid
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa/fragmentos de
restriccion de longitud polimérfica (PCR/RFLP por sus siglas en inglés),
siguiendo protocolos estandarizados.

Los fragmentos correspondientes a cada muestra fueron caracterizados
mediante electroforesis en gel de agarosa y se definieron tres genotipos:
homocigotico CC o TT y heterocigético CT. (6)

Para el andlisis de los resultados de la determinacién de homocisteina se
emplearon estadigrafos de asimetria y curtosis para caracterizar la forma de
la distribucidon, asi como las pruebas no paramétricas de normalidad de
Kolmogorov- Smirnov y Shapiro- Wilks para verificar la normalidad de su
distribucion.

Al no verificarse una distribucion normal de los datos se utilizaron pruebas no
paramétricas, como el test de U de Mann-Whitney o el Kruskal Wallis, en
dependencia de la cantidad de grupos a comparar. Se realizaron
comparaciones de las medianas de los valores entre los casos y controles
para cada grupo de DC folato-sensibles.

Se empled la décima de hipdtesis de independencia u homogeneidad, a través
de la estimacién del test de probabilidades exactas de Fisher. Una vez
demostrada la significacion estadistica se calculd la razén de productos
cruzados u Odds Ratio (OR) y su intervalo de confianza (IC) a 95 %.

Para todos los estudios se empled un nivel de significacién a=0,05 para
diferencias significativas y a= 0,001 para diferencias altamente significativas



RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1, se muestra el andlisis de la hiperhocisteinemia como factor de
riesgo. Las madres con hiperhomocisteinemia tuvieron aproximadamente un
riesgo 11 veces mayor de presentar algun tipo de DC folato-sensible (OR:
10,76; IC: 1,31- 88,47; p: 0,016).

En el andlisis para los DC especificos, se puede observar que la
hiperhomocisteinemia constituyé un factor de riesgo para las HLP (OR: 19,60)
y para los DTN (OR: 12,25)

La deficiencia de &cido fdlico disminuye la habilidad de remetilar la
homocisteina, debido a una inadecuada concentracion de 5-metil-
tetrahidrofolato, lo que conlleva a una hiperhomocisteinemia, que también
puede ser provocada por deficiencia de cobalamina, dado que la vitamina B12
es un cofactor esencial en el ciclo de remetilacién que convierte la
homocisteina en metionina; o por deficiencia de otras vitaminas, como la B6
y la B2. (5,10,11)

Vidmar (11) plantea que la deficiencia de acido fdlico produce un arresto de
las células en la fase S del ciclo celular, lo que limita los procesos de division
y proliferacién celular que resultan vitales durante el proceso de
organogénesis. Los niveles elevados de homocisteina son un sensible
indicador del estatus de acido félico, niveles mayores de 15 pmol/L se
correlacionan fuertemente con los niveles séricos de acido félico inferiores a
los niveles fisioldgicos normales (niveles séricos de acido fdlico por debajo de
10 pmol/L). (9,12)

Los niveles elevados de homocisteina son un sensible indicador del estatus
de acido fdlico, niveles mayores de 15 pmol/L se correlacionan fuertemente
con los niveles séricos de acido fdlico inferiores a los niveles fisioldgicos
normales (niveles séricos de acido fdlico por debajo de 10 umol/L). (9,12)

La hiperhomocisteinemia ligera y moderada (cuyos valores no sobrepasan los
100 pmol/L) se relacionan fundamentalmente con enfermedades o trastornos
genéticos de origen multifactorial, como los DC folato-sensibles, mientras que
las de tipo severo por encima de los 100 pmol/L, generalmente se observan
en enfermedades genéticas de origen monogénico, como la deficiencia de
cistationina B sintasa o trastornos del metabolismo intracelular de Ia
cobalamina. (7)

En el presente estudio la hiperhomocisteinemia materna se asocié con la
presencia de DC folato-sensibles en general y ademas para los defectos del
tubo neural y las hendiduras labiopalatinas en la descendencia, resultado que
coincide con el de otros investigadores. (13- 16)

Los cambios en la expresion génica inducida por la homocisteina estan
relacionados con los mecanismos epigenéticos mas conocidos: metilacién del
ADN y modificacion de las histonas, incluyendo la acetilacion y la metilacidn.
(17,18)



Al relacionar los diferentes genotipos maternos resultantes del polimorfismo
rs1801133 con las concentraciones de riesgo de la homocisteina y la
hiperhomocisteinemia, con independencia de la condicién de ser caso o
control, se observd que en ambas variables las frecuencias fueron superiores
en el genotipo homocigdtico TT, se constataron diferencias altamente
significativas entre los niveles de riesgo de homocisteina e
hiperhomocisteinemia entre los diferentes genotipos. (Tabla 2).

El 64,29 % (9/14) de las madres con genotipo homocigético TT presentaron
hiperhomocisteinemia, mientras que no se observdé ningln caso con
hiperhomocisteinemia entre las madres con genotipo homocigético CC y un
solo caso entre aquellas con heterocigoético CT, diferencias que resultaron
altamente significativas.

El gen MTHFR codifica la enzima que interviene en la conversién de
homocisteina a metionina. Variantes polimorficas, como rs1801133 provocan
una disminucién de 50% de la actividad enzimatica que se manifiesta como
un trastorno metabdlico: la hiperhomocisteinemia, que entre otras
alteraciones se describen efectos teratogénicos embrionarios, los que pueden
prevenirse mediante el incremento de la ingesta de un micronutriente
esencial: el acido fdlico. (19- 22)

El genotipo homocigotico TT observado con mayor frecuencia en mujeres con
niveles de riesgo de homocisteina e Hiperhomocisteinemia, se explica porque
esta variante polimodrfica se ha asociado con una disminucién de la actividad
enzimatica de la MTHFR y un incremento de los niveles de homocisteina.
(6,11,23)

Shi y otros investigadores chinos (5) encontraron que el polimorfismo
materno rs1801133 se asocio significativamente con los niveles elevados de
homocisteina, especialmente el genotipo homocigoto para el alelo de riesgo
T, sin diferencias significativas entre el grupo de mujeres con suplementacion
de acido fdlico o multivitaminas y las que no lo consumian.

Al comparar con el genotipo CC, el genotipo TT solo exhibe entre 10 % a 30
% de actividad enzimatica, mientras que el genotipo heterocigoto CT tiene
alrededor de 60 % de funcion enzimatica. (24)

Estos resultados son coherentes con los de un meta-analisis que evalud la
asociacion entre esta variante polimérfica y las concentraciones de acido
félico, se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de
acido félico entre los diferentes genotipos (CC>CT>TT). (25)

Resulta bioldgicamente plausible considerar que la insuficiente concentracion
de 5-MTHFR enlentece la remetilacion de homocisteina a metionina e
incrementa las concentraciones intracelulares de homocisteina y sus niveles
sanguineos.



CONCLUSIONES

La hiperhocisteinemia constituye un factor de riesgo para el conjunto de DC
folato-sensibles y para las hendiduras labio palatinas y los defectos del tubo
neural en particular. Las madres con genotipo homocigoético TT presentan
niveles mas elevados de homocisteina, que, junto a la deficiencia de acido
félico, son factores relacionados con un incremento de la susceptibilidad para
diferentes defectos congénitos folato-sensibles.
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Constituye una fortaleza del estudio el hecho de ser el primer estudio
realizado en Cuba que relaciona la presencia de hiperhomocisteinemia
materna con el genotipo de riesgo homocigético del polimorfismo rs1801133
del gen MTHFR en madres con descendencia afectada por cinco tipos de
defectos congénitos folato-sensibles.

Se sefala como debilidad del estudio el hecho de que el tiempo transcurrido
entre el nacimiento del producto de la gestacion afectado por un DC folato-
sensible y la toma de la muestra de sangre a la madre, no fue el mismo para
todos los casos incluidos en el estudio, lo cual no tiene interés en la
genotipificacién del polimorfismo; pero pudiera tener influencia en el analisis
de la determinacion de los niveles de homocisteina total.

Anexos

Tabla 1. Hiperhomocisteinemia como factor de riesgo para los defectos

congénitos folato-sensibles

Hiperhomocisteinemia TE

Fisher
Casos Controles OR
Tipo de DC N % N % p Valor CI al 95%
CCCT 3 5,17 0,154
DTN 3 6,52 0,036 12,25 1,17-128,4
HLP 2 58 1 094 0,037 19,60 1,50-256,3
GS 0 0,00
SD 1 2,27 0,284
Conjunto de DC 9 4,25 0,016 10,76 1,31-88,47

CCCT: cardiopatia congénita conotroncal, DTN: defectos del tubo neural, HLP: hendiduras
labiopalatinas, GS: gastrosquisis, SD: sindrome Down. DC: defectos congénitos. Fuente:
Base de datos de la investigacion.



Tabla 2. Relacidn entre los genotipos de la variante polimérfica rs1801133

y valores de homocisteina en el conjunto de madres de casos y controles

Genotipo  Genotipo Genotipo

TT CC CT

n= 14 n= 38 n= 31 X?
Variables N % N % N % Valor p
Valores normales 2 14,29 38 100,0 29 93,55

Umbral de riesgo Hcis 3 21,43 0 0,00 1 3,23 17,78 0,001
Hiperhomocisteinemia 9 64,29 0 0,00 1 3,23 43,53 0,000

Hcis: Homocisteina Fuente: Base de datos de la investigacion.



