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Resumen. La patogénesis de los abortos espontaneos recurrentes es mul-
tifactorial; probablemente se debe a la interaccion de varios factores ambien-
tales y genéticos. El polimorfismo C677T del gen de la metiltetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), ha sido implicado como factor de riesgo para aborto es-
pontaneo recurrente (AR). El objetivo de este trabajo fue investigar la asocia-
cion del polimorfismo C677T de la MTHFR como factor de riesgo en AR idio-
patico. Se analizaron 80 muestras de ADN, correspondientes a 30 mujeres con
ARy a 50 mujeres controles. A través de la reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR) se amplificé un fragmento de 198 pares de base (pb), el cual se so-
metio a digestion con la enzima de restriccion Hinfl, que reconoce el sitio de
restriccion creado por la transicion C>T en la posicion 677. La frecuencia
alélica de la MTHFR en el grupo de estudio y control fue 35% y 33% respecti-
vamente; para ¢l alelo Ty 65% y 67% respectivamente, para el alelo C. No se
encontré diferencia significativa entre el alelo T ni el C al ser comparados en
ambos grupos. No se demostr6 un factor predisponente entre el polimorfismo
C677T de la MTHFR y el AR en la muestra estudiada.
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Abstract. The pathogenesis of recurrent spontaneous abortion is
multifactorial, presumably involving the interaction of several genetic and en-
vironmental factors. The methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene
C677T polymorphism has been implicated as risk factor for recurrent sponta-
neous abortion (RA). The main objective of this research was to investigate
the association between the C677T polymorphism of the MTHFR gene as a ge-
netic risk factor for idiopathic RA. Molecular analysis was performed in 80
DNA samples from 30 patients with RA and among 50 healthy control sub-
jects. Using the Polymerase Chain Reaction (PCR), a 198 bp (bases pairs)
fragment, was digested with the restriction enzyme Hinfl, which can recognize
the C > T substitution responsible for the polymorphism. 677T MTHFR allele
frequencies for group with RA and the control group were 35% and 33%, re-
spectively and 677C MTHFR allele frequencies were 65% and 67%, respec-
tively. There was no significant difference in allele frequency between these
two groups. The data presented in this study fail to support the relationship
between MTHFR C677T polymorphism and risk in women with RA.
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INTRODUCCION en el feto y un incrementado potencial trom-
bogénico en mujeres afectadas, conduciendo
a trombosis placentaria (5). Existen estudios
que involucran a las variantes polimorficas
del gen de la enzima 5, 10 metilentetrahi-
drofolato reductasa (MTHFR) como factor
de riesgo para varias enfermedades, tales
como enfermedad cardiovascular (6, 7). En

mujeres embarazadas esto es un factor de

Se define como aborto recurrente
(AR), el cuadro clinico caracterizado por 2
6 mas abortos espontdneos consecutivos o
mas de 3 no consecutivos, con una inciden-
cia que oscila entre €l 0,5 al 5%. A pesar de
los métodos diagnésticos de que se dispone,
en muchos casos (15 al 80%) queda por es-

clarecer su posible etiologia, denominando-
los de causa desconocida (1).

En los altimos anos, diferentes autores
han postulado que estos abortos y otras pér-
didas gestacionales de causa desconocida
podrian ser debidos a hiperhomocisteinemia
(hHey) (2-4). El mecanismo exacto por el
cual la hHey puede contribuir al AR es des-
conocida, pero es posible incluir teorias de
posibles efectos estructurales y neurolégicos

riesgo para desprendimiento prematuro de
placenta, eclampsia, pre-eclampsia (8, 9),
defecto de cierre del tubo neural (DCTN)
(10, 11) y pérdida gestacional espontanea
(12). En relacion al AR los datos informados
son controversiales; se han publicado articu-
los con hallazgos positivos (13-19) y otros
con hallazgos negativos para esta asociacion
(20-27). Varios articulos han planteado el
beneficio del acido félico en el manejo del
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AR (15, 28-31). Existen indicios de que una
combinacién terapéutica de 4cido félico,
prednisona, aspirina y progesterona en el
AR se asocia con una mayor tasa de gesta-
ciones viables (32).

El gen de la MTHFR esta localizado en
la region 1p36.3, tiene 11 exones, codifica
la enzima MTHFR (33-35), que es clave en
el metabolismo del 1er. Carbono, cataliza la
reduccién de 5, 10 metilentetrahidrofolato
a 5 metiltetrahidrofolato, que es la forma
de folato predominantemente circulante y
precursor de una cadena de reacciones de
metilacion de sustancias de interés biol6gi-
co en la sintesis de 4acido desoxirribonuclei-
co (ADN). La produccion de 5 metiltetrahi-
drofolato requiere de abastecimiento ade-
cuado de folato y la funcién apropiada de la
MTHFR; por lo tanto, si hay enzimas funcio-
nando inapropiadamente o los cofactores
no se presentan en cantidades adecuadas
cabria la posibilidad de originar hHey (36).
En 1995 fue aislada una variacién polimorfi-
ca en la posicion 677 del nucledtido que in-
volucra el cambio de una base citosina (C)
a timina (T), dando como resultado una
sustituciéon de valina (GTC) por alanina
(GCC) que genera un sitio de restriccion
Hinfl y, en consecuencia, una enzima ter-
molabil. Las personas con esta variante tie-
nen una reduccion del 50% en la actividad
enzimatica, elevada homocisteina sérica y
folato sérico por debajo de lo normal (5, 6).
El objetivo de este trabajo fue investigar la
asociacion del polimorfimo C677T de la
MTHFR como factor de riesgo en aborto re-
currente idiopatico.

PACIENTES Y METODOS

Se evaluaron 80 mujeres, de las cuales
30 fueron referidas a la consulta de Genéti-
ca en la Unidad de Genética Médica de LUZ
(UGM-LUZ), con antecedente de dos o mas
abortos espontaneos consecutivos de etiolo-
gia desconocida y de la misma pareja y 50

mujeres no relacionadas como grupo con-
trol, con edad y condicidon socioeconémica
similar, residentes en la misma area geogra-
fica, con dos o mas nacidos vivos y sin ante-
cedentes de abortos espontdneos, pérdidas
gestacionales, mortinatos, DCTN, trombosis
ni enfermedades cardiovasculares.

Se obtuvo ADN de 80 muestras, a par-
tir de 5 mL de sangre periférica anticoagu-
lada con EDTA 500 mM segan técnica
CTAB/DTAB (37).

Para la realizacion de este trabajo, se
contd con el consentimiento informado de
las pacientes estudiadas y la aprobacion del
Comité de Bioética de la UGM-LUZ.

Anilisis molecular

La identificacion de la transicion C>T
en el nucleétido 677 del gen de la MTHFR
se realizé utilizando el método descrito por
Frosst y col (6). La secuencia de los inicia-
dores  utilizados fue la  siguiente:
5"-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3” y
57-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3” (38).
Estos iniciadores estan disefiados para ge-
nerar un producto amplificado de 198 pares
de bases (pb), el cual se sometié a diges-
tion con la enzima de restriccion Hinfl, la
cual reconoce el sitio de restriccién creado
por la transicion C>T en la posicién 677. El
alelo con la variante polimoérfica T se corta
(+) en dos fragmentos, uno de 175 y otro
de 23 pb y el alelo normal (C) no se corta
(-). El producto digerido se caracterizé me-
diante electroforesis en gel de agarosa al
2%, y se visualizo utilizando la tincion de
bromuro de etidio.

El genotipo homocigoto CC se defini6
como la presencia de una sola banda de 198
pb, homocigoto TT cuando se visualizé una
banda de 175 pb y heterocigoto CT para el
polimorfismo cuando se observaron frag-
mentos de 198 y 175 pb; la banda de 23 pb
se sale del gel (Fig. 1).

A partir de las frecuencias genotipicas,
se calcularon las frecuencias alélicas en los
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2 grupos y para los genotipos se verifico el
ajuste al modelo de Equilibrio de Hardy
Weinberg (39) en el grupo control. Se utili-
z6 el estadistico Chi cuadrado (%?), a un ni-
vel de significacion de < 0,05 para calcular
la diferencia entre la frecuencia alélica entre
el grupo estudiado y control. Para establecer
la relacion entre la presencia del alelo T en
el polimorfismo C677T en el gen de la
MTHFR vy el incremento de riesgo de AR, se
compararon las frecuencias de los genotipos
con la variante (CT y TT) con el genotipo
normal (CC), en el grupo estudiado y el con-
trol. Para el procesamiento de este estadisti-
co, se utilizé el paquete SPSS V.10.0 (Statis-
tical Package for the Social Sciences).

RESULTADOS

El grupo de estudio estuvo constituido
por 30 mujeres con edades comprendidas en-
tre 19-39 anos. El niimero de pérdidas gesta-
cionales oscil6 entre dos y siete y al menos
dos fueron menores de 20 semanas. En el
grupo Control se analizaron 50 mujeres de
21-58 afos de edad al momento de la toma
de la muestra sanguinea. El nimero prome-
dio de nacidos vivos fue 3,38 (rango: 2-6).

Las frecuencias genotipicas y alélicas
para el polimorfismo C677T (Fig. 1), se pre-
sentan en la Tabla 1. Las comparaciones en-
tre ambos grupos resulté no significativa
para las distribuciones alélicas (p>0,05) y
genotipicas, tanto para los tres genotipos
(p > 0,05) como para la comparacién por
pares y para la combinacién de los genoti-
pos positivos o negativos para T (p > 0,05).
De manera andloga, los ORs resultaron no
significativos para la comparaciéon CC, CT:

198 pt
1?551:

Fig. 1. Imagen de un gel de agarosa al 2% del
producto de digestion con la enzima
Hinfl, en un grupo de muestras analiza-
das. M: marcador de peso molecular ¢
174 x Hae III. 2: control positivo CT (he-
terocigoto 677C/677T) para el corte de
la enzima Hinfl y genera una banda de
198 pb, una de 175 pb, la banda de 23
pb no se evidencia en el gel. 1, 3-5: (ho-
mocigoto 677C/677C) no es cortada y
genera un fragmento de 198 pb. 6,8:
(heterocigoto 677C/677T). 7: (homoci-
goto 677T/677T) es cortado por la enzi-
ma y produce una banda de 175 pb, la
banda de 23 pb no se evidencia en el
gel. 9: control de sistema, mezcla de
reaccion sin ADN.

OR= 1,01 [0,39-2,63]; para CC, CT+TT:
OR= 0,82 [0,32-2,11].

El polimorfismo analizado se encontr6
en Equilibrio de Hardy Weinberg en el gru-
po control.

DISCUSION

El polimorfismo C677T localizado en
el exén 4 del gen de la enzima MTHFR es

TABLA I
FRECUENCIA GENOTIPICA Y ALELICA POR GRUPOS. CUENTAS (%)
Genotipo Alelo
ac TT (@ T
Grupo de estudio (n=30) 10 (33) 18 (60) 2(7) 38 (63) 22 (37)
Grupo control (n=50) 19 (38) 29 (58) 24 67 (67) 33 (33)
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responsable de una variante termolabil de
dicha enzima y se asocia a una actividad re-
ducida de la misma. A los individuos homo-
cigotos TT se les ha asociado a un mayor
riesgo de AR y pérdida gestacional. Con el
fin de investigar esta asociacion, se han rea-
lizado multiples estudios caso control en di-
ferentes poblaciones, revelando una gran
heterogeneidad en la prevalencia del poli-
morfismo C677T con importantes variacio-
nes étnicas y geograficas.

Mientras en ciertas poblaciones cauca-
sicas en Europa (5, 15), Nueva York (13,
18), Medio Oriente (14), Este de Asia (16),
Norte de Africa (17) y Brasil (19) se ha ob-
servado un riesgo incrementado de AR para
el genotipo TT, en otras poblaciones tales
como Georgia (20), Londres (21), Alemania
(22), Grecia (23), este incremento del ries-
g0 no ha sido corroborado.

En estudios de meta-analisis (4, 40,
41), por otra parte, se aprecia que la aso-
ciacién se limita a pocos estudios o pobla-
ciones. La diferencia en los resultados es
probablemente secundaria a la heterogenei-
dad poblacional y de disefio metodoldgico.
Investigaciones similares en poblaciones la-
tinoamericanas (26, 27) y presente estudio
parecen indicar que el polimorfismo C677T
no se asocia con el AR.
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