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Introduccién

En Costa Rica la enfermedad
cardiovascular (ECV) representa la
primera causa de muerte desde la
década de 1970 ", razdn por la cual el
estudio de los factores de riesgo
asociados a esta patologia resulta de
gran importancia. Varios defectos gené-
ticos en las enzimas que participan en
el ciclo metabélico de la homocisteina
han sido asociados con hiperhomo-
cisteinemia, un factor de riesgo
reconocido de ECV. La enzima 5,10-
metilenotetrahidrofolato  reductasa
(MTHFR) participa en la remetilacién
de homocisteina a metionina y cataliza
la sintesis de 5-metiltetrahidrofolato, el
principal donador del grupo metilo.
Frosst et al ® identificaron una
mutacién puntual (C677T) en el gen
que codifica la MTHFR y que genera
una enzima termoldbil y con el 50% de
su actividad. Personas homocigotas
genotipo TT) para esta variante de la
enzima tienen niveles significativa-
mente més elevados de homocisteina,
sugiriendo que esta condicién serfa un
factor de riesgo para desarrollar
hiperhomocisteinemia. Asimismo, ni-
veles elevados de homocisteina sérica
han sido asociados con concentraciones
bajas de vitamina B-12 y acido félico
@, Para algunos autores, una
hiperhomocisteinemia moderada es
equivalente a una hipercolesterolemia
como factor de riesgo cardiovascular 2.
Por esa razdn, algunos investigadores
han sefialado la importancia de conocer

(CIHATA), Universidad de Costa Rica.

las causas que generan concentraciones
elevadas de homocisteina en sangre
con el fin de desarrollar estrategias de
prevencidn que permitan a mediano
plazo reducir la prevalencia y morta-
lidad por enfermedad -cardiovascular.

Material y métodos

Un total de 215 voluntarios
costarricenses del valle central de San
José con edades comprendidas entre los
20 y 40 aflos participaron en este
estudio en el afio 2001. Cada individuo
firmé un consentimiento informado, tal
y como Jo establece, el Comité de
Bioética de la Vicerrectoria de Inves-
tigacién de la Universidad de Costa
Rica. La informacién sobre edad y
género se recolectd a través de un
instrumento validado. A cada indivi-
duo se le extrajo una muestra de sangre
por venipuntura en estado de ayuno de
8 horas. Una porcién de esta muestra se
anticoagulé con EDTA para realizar la
extraccién de ADN para las pruebas
genéticas de la enzima MTHFR,
mientras que de otra porcion se obtuvo
suero para determinar las concen-
traciones séricas de homocisteina,
vitamina B-12 y 4cido félico. Todas las
muestras fueron almacenadas a ~20°C
hasta ser procesadas. El ADN se extrajo
de los leucocitos utilizando el método
de Miller et al ®. La identificacién de
la sustitucién de C por T en el
nucledtido 677 del gen que codifica la
enzima MTHFR se realizé utilizando la
técnica de PCR descrita por Frosst et al

@, El protocolo de amplificacién de la
regién del gen (198 pb) que codifica
esta enzima incluyé iniciadores
especificos y treinta y cinco ciclos a
95°C por 60s, 55°C por 60s y 72°C por
90s en un termociclador GeneAmp
PCR System 2400 de la casa Perkin
Elmer. La digestién de las muestras de
ADN amplificadas se realizé con la
enzima de restricciéon Hinf 1 (Cor-
poracién Promega, Madison, Wiscon-
sin, Estados Unidos) la cual es capaz de
cortar secuencias especificas en el
ADN para dejar dos fragmentos: uno
de 175 pb y otro de 23 pb. Los
productos de la digestién de ADN se
identificaron mediante una electro-
foresis en gel de agarosa al 3%,
preteflido con bromuro de etidio. Los
niveles séricos de homocisteina,
vitamina B-12 y dcido fSlico se
determinaron mediante inmunoensayos
de fluorescencia polarizada y de
microparticulas en un equipo auto-
matizado IMx (Abbott Laboratorios,
Division Diagnostica, Abbott Park,
Illinois, Estados Unidos) ©. Los niveles
séricos de homocisteina se catego-
rizaron en normales (< 10 _mol/L), de
riesgo (10-15 _mol/L.) y elevados (>15
_mol/L){(6,7). Los datos del estudio se
analizaron con el programa estadistico
SPSS para Windows. Se utilizé
estadistica des-criptiva y andlisis de
regresion logistica considerando como
significativo un valor de p < 0.05.
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Resultados

La muestra en estudio consisti6 de
215 adultos, 159 hombres y 56 mujeres
(74% y 26% respectivamente) con una
edad promedio de 32,8 + 5,8 afios. La
prevalencia de la mutacién en su
expresiéon homocigota (TT) en la
poblacién estudiada fue 29%. Un 39%
de los adultos presentaron la mutacién
en forma heterocigoto (CT) y un 32%
no presentaron esta mutacién puntual
(CC) en el nucleotido 677 del gen que
codifica la MTHFR. No se observaron
diferencias  significativas en Ila
prevalencia de la mutacién por género.
Tampoco se presentaron diferencias
significativas entre los niveles séricos
promedio de 4cido félico, vitamina B-
12 y homocisteina entre los individuos
sin la mutacién y los heterocigotos
(Cuadro 1). Los adultos homocigotos
(TT) mostraron niveles séricos mds
bajos de 4cido félico que los individuos
clasificados como “no TT” (genotipos
CC y CT)(10,3 ng/mL y 11,7 ng/mL
respectivamente; p< 0,001). Los
individuos “TT” presentaron niveles
séricos de homocisteina mas elevados
que los individuos “no TT”. (12,31
_mol/L y 9,89 _mol/L respectivamente;
p< 0,001). No se evidenciaron
diferencias significativas en los valores
medios de vitamina B-12 entre
individuos homocigotos y “no TT”.

El 52% de los adultos con el
genotipo “no TT” para la mutacién de
la enzima MTHFR mostraron niveles
de homocisteina inferiores a 10 _mol/L
(p=0,002).(Cuadro 2). El 19% de las
personas homocigotas presentaron
hiperhomocisteinemia, en contraste
con un 3% de los individuos “no TT”
(p< 0,001). No se observaron dife-
rencias  significativas entre las
proporciones de adultos “TT” y “no
TT” con niveles de homocisteina entre
10 y 15 _mol/L. El modelo de
regresion logistica indic6 que el riesgo
de hiperhomocisteinemia es 3,12 veces
mayor en los sujetos con la mutacién

“TT” en la enzima MTHFR que en
aquellos adultos heterocigotos o
normales.

Discusion

La prevalencia del genotipo TT de
la enzima MTHFR en la poblacién
estudiada fue 29%, mucho mas elevada
que las reportadas en otros paises
(2,5%-16,0%) (8,9). Solamente los
caucdsicos (36%) y asidticos (40%)
tienen prevalencias mds elevadas de
esta mutacién homocigota que las
reportadas en Costa Rica. Conside-
rando que los costarricenses actuales
representan una combinacién genética
de ancestros africanos (10-15%),
amerindios (30%) y caucdsicos (50-
60%), es facil explicar la alta pre-
valencia de la mutacién en el gen que
codifica la MTHFR (10). La
frecuencia de ambos alelos (C y T) es
practicamente la misma, y por lo tanto,
la probabilidad de que esta mutacién
puntual sea heredada en forma
homocigota es alta.

El genotipo TT en la enzima
MTHFR se ha asociado en miiltiples
investigaciones con hiperhomo-cistei-
nemia y concentraciones bajas de dcido
félico en suero. La expresién de esta
mutacién en forma heterocigota, sin
embargo, no se ha relacionado con
niveles elevados de homocisteina.
Estos hallazgos son consistentes con
los encontrados en esta investigacion
donde los individuos homocigotos para
esta mutacién presentaron niveles
séricos promedio de dcido félico y
homocisteina 12% mas bajos y 20%
mds altos respectivamente que los
individuos con los genotipos CC y CT
(No TT).

A pesar de que esta mutacién
puntual en el nucleétido 677 del gen
que codifica la MTHFR es considerada
un factor de riesgo no modificable para
desarrollar hiperhomocisteinemia, es
importante diagnosticar e identificar a
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los individuos que presentan este
genotipo TT ya que son ellos los que se
beneficiarfan mayormente de una
intervencién nutricional con d4cido
félico. Estos y otros estudios sugieren
la necesidad de un aporte de folato
superior al normal en aquellos indi-
viduos portadores de la variante
termolédbil de la MTHFR para mantener
la produccién adecuada de 5-metil-
tetrahidrofolato, previniendo de este
modo un aumento en los niveles de
homocisteina y por ende en el riesgo
cardiovascular del individuo.
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