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Resumen

ANTECEDENTES: La hiperhomocisteinemia se asocia con mayor riesgo de eventos
trombdticos. Se plantea que los genotipos heterocigoto CT y homocigoto TT del gen
de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) constituyen un factor de riesgo para
su aparicion.

OBJETIVO: Caracterizar las concentraciones séricas de homocisteina y su relacién con
el polimorfismo MTHFR C677T en adultos jévenes cubanos.

MATERIALES Y METODOS: Estudio descriptivo de serie de casos transversal, efectuado
de septiembre de 2017 a diciembre de 2018 en un grupo de pacientes con edades
comprendidas entre 18 y 50 afios, de uno y otro sexo. Las concentraciones séricas de
homocisteina se determinaron mediante el método comercial de CPM y la deteccion
del polimorfismo MTHFR C677T mediante un estuche comercial de Roche.

RESULTADOS: Se incluyeron 50 pacientes. El 84% (n = 42) tenfa concentraciones
normales de homocisteina y solo el 16% (n = 8) tenfa concentraciones elevadas. No
encontramos asociacién entre las concentraciones de homocisteina y el sexo, el color
de la piel y el diagnéstico clinico. Se encontré asociacién (p = 0.011) entre la hiper-
homocisteinemia y el genotipo TT del polimorfismo MTHFR C677T.

CONCLUSIONES: La hiperhomocisteinemia no constituye la causa mas frecuente del
evento trombético en adultos jévenes cubanos con eventos trombéticos y abortadoras
habituales y se asocia con el genotipo TT del polimorfismo MTHFR C677T.

PALABRAS CLAVE: Hiperhomocisteinemia; MTHFR; trombosis venosa profunda; ictus;
abortadoras habituales.

Abstract

BACKGROUND: Hyperhomocysteinemia is associated with an increased risk of throm-
botic events. The heterozygous CT and homozygous TT genotypes of the methylenetet-
rahydrofolate reductase (MTHFR) gene are considered a risk factor for its development.

OBJECTIVE: To characterize the serum levels of homocysteine and its relationship with
the MTHFR C677T polymorphism in young Cuban adults.

www.nietoeditores.com.mx

.Revista de
ematologia

! Investigador agregado. Instructor.
Laboratorio de Genética Molecular.

2 Especialista en Bioquimica. Instructor.
Laboratorio de Genética Molecular.

3 Especialista en Bioestadistica. Investi-
gador titular. Profesor titular. Departa-
mento de Investigaciones.

* Especialista en Laboratorio Clinico.
Laboratorio Clinico.

® Profesor auxiliar. Laboratorio Clinico.
5 Especialista en Hematologia. Instruc-
tor. Laboratorio Clinico.

7 Especialista en Hematologia. Investi-
gador titular. Profesor titular. Labora-
torio Clinico.

Hospital Clinico Quirdrgico Hermanos
Ameijeiras, La Habana, Cuba.

Recibido: diciembre 2020
Aceptado: marzo 2021

Correspondencia
Maria Teresa Martinez Echevarria
trombofilia@hha.sld.cu

Este articulo debe citarse como:
Martinez-Echevarria MT, Casanue-
va-Calero K, Tamargo-Barbeito TO,
Morales-Gémez AL, et al. Concentra-
ciones de homocisteina y su relacién
con el polimorfismo MTHFR C677T en
pacientes con un evento trombdtico y
abortadoras habituales. Hematol Méx.
2021; 22 (1): 1-8.
https://doi.org/10.24245/rev_hema-
tol.v22i1.4937



Revista de Hematologia

MATERIALS AND METHODS: A descriptive study of a transversal case series was car-
ried out from September 2017 to December 2018 in a group of patients aged between
18-50 years, of both sexes. Serum homocysteine levels were determined using the
commercial CPM method and detection of the MTHFR C677T polymorphism was
performed using a Roche commercial kit.

RESULTS: There were included 50 patients; 84% (n = 42) presented normal homocyste-
ine levels and only 16% (n = 8) had elevated levels. We found no association between
homocysteine levels and gender, skin color, and clinical diagnosis. An association
(p = 0.011) was found between hyperhomocysteinemia and the TT genotype of the
MTHFR C677T polymorphism.

CONCLUSIONS: Hyperhomocysteinemia is not the most frequent cause of the throm-
botic event in Cuban young adults with thrombotic events and habitual abortion, and
it is associated with the TT genotype of the MTHFR C677T polymorphism.

KEYWORDS: Hyperhomocysteinemia; MTHFR; Deep venous thrombosis; Stroke;
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Habitual aborters.

ANTECEDENTES

La trombofilia hereditaria o congénita se define
como un incremento del riesgo de trombosis
determinado genéticamente." Sin embargo, para
llegar a padecer la enfermedad en ocasiones se
requiere la interaccién con otros factores gené-
ticos o ambientales. Un paradigma reciente de
la trombofilia sugiere que el tromboembolismo
es una enfermedad de origen multifactorial en
la que estan implicados uno o mas trastornos
genéticos asociados con factores de riesgo mo-
dificables o no. Es por ello que puede resultar
dificil identificar sus causas y predecir su riesgo.
Sin embargo, en los pacientes afectados por una
trombofilia hereditaria, el primer tromboem-
bolismo ocurre, por lo general, en la juventud.
En ellos el trombo aparece en localizaciones
inusuales y suelen tener antecedente familiar
de tromboembolismo venoso en diferentes lo-
calizaciones.?

Segln su localizacién, la trombosis puede
generar enfermedades con elevada morbilidad
y mortalidad, como el infarto agudo de mio-
cardio y el accidente cerebrovascular (ictus).’
Esta epidemia invisible afecta cada vez a mds
personas, familias, comunidades y paises, con-
sumiendo grandes recursos para el tratamiento
de los pacientes. La Organizaciéon Mundial de
la Salud prevé que, en 2020, la enfermedad is-
quémica del corazdn sera responsable de 11.1
millones de muertes; por lo que su prevencién
constituye un reto para las autoridades sanitarias
de todos los paises.* Los estudios realizados en
Cuba mostraron que en 2018 ambos eventos
fueron la segunda y tercera causas de muerte,
respectivamente.’

Estudios recientes confirman que el aumento de
la concentracion de homocisteina en el suero
sanguineo se relaciona en forma lineal con el
aumento del riesgo de padecer eventos trombé-
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ticos y abortos espontaneos.®” Una de las causas
de la hiperhomocisteinemia es el polimorfismo
C677T en la enzima metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR).® Esta mutacién ocasiona
una variedad termolabil de la enzima que, en
los sujetos homocigotos mutados (genotipo
TT), muestra reduccion cercana al 50% en la
capacidad de donar grupos metilo a la enzima
metionina sintetasa, con lo que disminuye la
velocidad de conversién de homocisteina a
metionina y se elevan las concentraciones de
homocisteina en el plasma.’

A pesar de la elevada morbilidad y mortalidad
que tienen los eventos trombdticos en nuestro
pais, no se conocen bien las caracteristicas de
las concentraciones de homocisteina y del po-
limorfismo MTHFR C677T en la poblaciéon de
riesgo. Los datos disponibles se basan en estudios
dirigidos a poblaciones extranjeras, por lo que se
considera imprescindible la realizacién de este
estudio en una muestra cubana representativa
porque el esclarecimiento de sus causas permi-
tird disminuir la incidencia de esta enfermedad
y sus consecuencias.

En esta investigacion se determinaron las
concentraciones séricas de homocisteina y su
relacion con el polimorfismo MTHFR C677T en
pacientes con un evento trombético y abortado-
ras habituales, lo que juega un papel importante
en la evaluacion del riesgo vascular en estos
pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo de serie de casos transversal,
efectuado de septiembre de 2017 a diciembre
de 2018. Se incluyeron pacientes remitidos al
laboratorio de Genética Molecular del Hospi-
tal Clinico Quirdrgico Hermanos Ameijeiras,
menores de 50 anos, de uno y otro sexo, con
antecedentes patologicos personales, familiares
o ambos de trombosis.

Se colectaron 5 mL de sangre periférica en un
tubo seco, previo ayuno de 12 horas. Después
de extraido el suero, se determinaron las con-
centraciones séricas de homocisteina mediante
el estuche comercial Ensayo enzimatico para la
determinacion cuantitativa de la homocisteina
en suero y plasma humano en un equipo Inlab
300, siguiendo las instrucciones del fabricante.™
Se consideraron valores normales de 2.78 a
14.70 pmol/L en el sexo masculino y de 1.98 a
14.47 ymol/L en el femenino."

Se recolectaron 3 mL en tubos Venosafe® (Terumo
Europe nv) con 4cido etilendiaminotetraacético
dipotésico. La extraccién del ADN se realizé
a partir de sangre total mediante el estuche
comercial High Pure PCR Template Preparation
(Roche), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante.”? El ADN obtenido se cuantificé en un
espectrofotémetro NanoDrop One® (Thermo
Scientific) y se conservé a -20°C hasta su uso.
La deteccion del polimorfismo C677T en el gen
de la MTHFR se realiz6 mediante PCR (del in-
glés polimerase chain reaction) en tiempo real,
utilizando el estuche comercial Lightmix® in-
vitro diagnostics MTHFR C677T (TIMOLBIOL).
Las reacciones de amplificacién se realizaron
en un termociclador LightCycer®96 (Roche). La
interpretacion de las curvas de fusion obtenidas
se realiz6 mediante el programa 1.1 del equipo,
siguiendo las instrucciones del fabricante."

Los datos se analizaron mediante el programa
SPSS para Windows, version 20.0. La muestra se
caracteriz6 a través de las variables sexo (femeni-
no y masculino, segtin la condicién bioldgica del
paciente) y antecedentes patoldgicos personales,
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mediante la estadistica descriptiva, utilizando las
frecuencias absolutas y relativas expresadas en
porcentajes por tratarse de variables cualitativas
con distribucién normal. La variable cuantitativa
homocisteina con distribucién normal se resu-
mi6 mediante la media y la desviacion estandar.
Para evaluar la posible relacion entre las con-
centraciones de homocisteina respecto al sexo
y los antecedentes patologicos personales se us6
la prueba U de Mann-Whitney. Para evaluar la
posible relacion entre las concentraciones de
homocisteina y la existencia de la mutacién en
estudio se utilizé el andlisis de variancia (ANO-
VA) de clasificacién simple y para las pruebas a
posteriori se usé la prueba de Scheffé. En todas
las pruebas de hipédtesis realizadas en los objeti-
vos se utilizé un nivel de significacién a = 0.05.

Se obtuvo el consentimiento informado de los
pacientes para participar en la investigacion;
respetando los principios éticos para las investi-
gaciones biomédicas planteados en la declaracion
de Helsinki."* Antes de proceder a los estudios
complementarios se les explicé a los pacientes
todos los beneficios y riesgos de cada proceder,
informéandoles sus resultados en el periodo estable-
cido. También se les comunicé que, de no acceder
a participar en la investigacién o abandonarla, no
se afectaria la atencién médica requerida.

Las muestras de los pacientes que accedieron
a participar en el estudio y el ADN obtenido a
partir de ellas se destruyeron una vez terminado
el trabajo, por lo que no se usaron con otros
fines. Los resultados obtenidos se informaron a
los médicos de asistencia para la evaluacién de
la conducta a seguir.

RESULTADOS

De 73 pacientes remitidos al laboratorio de Ge-
nética Molecular del Hospital Clinico Quirtrgico

2021; 22 (1)

Hermanos Ameijeiras, se incluyeron 50 adultos
menores de 50 afos, de uno y otro sexo, con
antecedentes patologicos personales, familiares
o ambos de trombosis. Se excluyeron 19 pacien-
tes con enfermedad asociada con trombosis y 4
abortadoras en las que se desconocia la causa del
aborto. En la muestra estudiada, 29 individuos
tenfan antecedentes patolégicos personales de
trombosis venosa profunda. En el caso de las
mujeres, 21 tuvieron tres o mas pérdidas gesta-
cionales consecutivas antes de la semana 20 de
gestacion, asociadas con un evento trombético.

En la muestra estudiada los valores de homocis-
teina se encontraron en el intervalo de 4.71 a
23.58 ymol/L con media de 10.51 = 3.95 pmol/L.
Del total de pacientes estudiados, el 84% (42)
tenia concentraciones normales de homocisteina
en el suero sanguineo y solo el 16% (8) mostré
concentraciones elevadas.

Esta investigacion incluyd 37 mujeres 'y 13 hom-
bres. En las mujeres se observé una media de
10.24 + 3.50 pmol/L para las concentraciones
de homocisteina. En los hombres la media fue de
10.89 + 5.15 pmol/L. No se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre ambos sexos
respecto a las concentraciones de homocisteina
(p=0.614).

En este estudio, 17 pacientes tenian anteceden-
tes patolégicos personales de trombosis venosa
profunda, 12 de ictus y en el caso de las 21
abortadoras estudiadas, 15 tuvieron, ademas,
trombosis venosa profunda. En el Cuadro 1 se
describen las caracteristicas de los valores de
homocisteina para cada grupo de pacientes con
los antecedentes patoldgicos personales men-
cionados. No pudo demostrarse la asociacion
entre las concentraciones de homocisteina y los
antecedentes patolégicos personales.

Al analizar la posible asociacion entre la exis-
tencia del polimorfismo MTHFR C677T vy las

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v22i1.4937
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Caracteristicas de los valores de homocisteina en cuanto a los antecedentes patolégicos familiares y el diagnéstico

del paciente

Homocisteina

o [ e [ et |

Antecedentes patoldgicos familiares

No 36
Trombosis

Si 14
Diagnéstico

No 20
Trombosis venosa profunda ;

Si 30

No 38
Ictus

St 12

No 29
Abortadora habitual

St 21

* prueba U de Mann-Whitney.

concentraciones de homocisteina en el suero
sanguineo se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas entre las concentraciones
de homocisteina de los pacientes con genotipo
normal y con genotipo homocigético mutado,
tanto en el ANOVA (p = 0.004) como en las
pruebas a posteriori (p = 0.011). Cuadro 2

DISCUSION

En los pacientes estudiados, predominaron los
valores normales de homocisteina con una me-
dia (10.51 pmol/L) similar a la observada en los
adultos jévenes sanos peruanos (7.76 pmol/L),"
costarricenses (9.45 pmol/L),'® mexicanos
(10.02 pmol/L)"” y tunecinos (10.94 pmol/L)."
Estos resultados implican una baja frecuencia de
hiperhomocisteinemia en la muestra estudiada
de adultos jévenes cubanos con eventos trom-
béticos y abortadoras habituales.

El sexo y la edad son las causas fisiol6gicas mas
importantes de la elevacién de la homocisteina
en el plasma. Las concentraciones séricas de
homocisteina aumentan con la edad en ambos
sexos, debido, en parte, a la disminucion fisiol6-

9.89 3.56

0.177
11.75 4.71
10.00 3.46

0.600
10.68 4.27
10.62 4.02

0.440
9.74 3.78
10.69 4.21

0.529
10.03 3.62

gica de la funcién renal y también a deficiencias
vitaminicas que son la consecuencia de una
menor absorcion intestinal.' No obstante, la
mayor parte de los protocolos para el estudio
de la trombofilia indican que deben investigarse
las concentraciones séricas de homocisteina en
los pacientes afectados por un evento trombé-
tico,'? ya que muchos autores han reportado
que la hiperhomocisteinemia estd relacionada
con la trombosis venosa profunda,’® el ictus,*
el infarto agudo de miocardio?' y los abortos
espontaneos.?? Sin embargo, en este estudio no
pudo demostrarse la asociacion entre las con-
centraciones de homocisteina y el diagndstico
clinico del paciente (Cuadro 1). En una investi-
gacion realizada porVizcaino en 2017, se refiere
que la hiperhomocisteinemia se asocia con los
eventos trombdticos en algunas poblaciones,
mientras que en otras no ha podido demostrarse
la asociacion.?!

Asimismo, en los estudios realizados en la po-
blacién mexicana y guatemalteca, se encontrd
que las concentraciones de homocisteina en
sangre son superiores en los hombres.'” La dife-
rencia entre los sexos comienza aparentemente
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Cuadro 2. Medias de la homocisteina segiin polimorfismo MTHFR C677T y las concentraciones de homocisteina

Intervalo de confianza para
MTHFR CG77T i i6
Nim. | Media Desv’laClon la media al 95% Minimo | Maximo
estandar L. . .
Genotipo normal 29 9.05 2.012 8.29 9.82 4.71 11.99
Genotipo heterocigético 16 11.60 5.26 8.80 14.40 5.51 23.58
Genotipo homocigético mutado 5 14.50 4.34 9.11 19.88 8.48 18.30
Total 50 10.41 3.95 9.29 11.53 4.71 23.58

Analisis de variancia de un factor: p = 0.004. Comparaciones a posteriori: Scheffé: Genotipo normal - genotipo heterocigético

p=0.011.

en la pubertad y se cree que se debe a factores
hormonales, estilos de vida, dieta e ingesta de
vitaminas.? Estas diferencias son posiblemente
el reflejo del efecto de las hormonas sexuales en
la homocisteina. Se sugiere que el mecanismo
implicado podria estar relacionado con el incre-
mento de la actividad de la metionina-sintasa en
el rinén. Ademas, los cambios inducidos por las
hormonas en la transaminacion de la metionina
pueden ser el mecanismo potencial por el que
los estrogenos disminuyen las concentraciones
de homocisteina.? Sin embargo, en este estudio
no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos sexos respecto a las
concentraciones de homocisteina. Este resul-
tado indica que en los pacientes estudiados la
hiperhomocisteinemia afecta a ambos sexos por
igual, lo que concuerda con lo reportado por
Parraga-Diaz y colaboradores.?*

Debido al caracter multifactorial de la hi-
perhomocisteinemia, las concentraciones de
homocisteina en sangre deben investigarse en
la trombofilia primaria y en la secundaria.?> En
este trabajo solo se incluyeron individuos con
sospecha de trombofilia primaria. No obstante,
la mayor parte de ellos (n = 36) no tenian an-
tecedentes patolégicos familiares de trombosis
(Cuadro 1). Coincidentemente los 8 pacientes
que tuvieron hiperhomocisteinemia estaban

en el grupo de los individuos con antecedentes
patolégicos familiares de trombosis. Este ha-
llazgo es similar al reportado por Martinelli y
colaboradores, quienes refieren que los indivi-
duos con antecedentes patoldgicos familiares de
enfermedad tromboética tienen concentraciones
de homocisteina superiores a los que carecen
de ellos.?® Esto pudiera sugerir una posible
asociacion entre los antecedentes patolégicos fa-
miliares de trombosis y la hiperhomocisteinemia;
sin embargo, en este estudio no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
los pacientes que si mostraron antecedentes
patolégicos familiares de trombosis y los que no,
respecto a las concentraciones de homocisteina
(p =0.136).

Entre los mecanismos por los que se genera la
hiperhomocisteinemia se proponen las deficien-
ciasen laMTHFR, generadas por el polimorfismo
MTHFR C677T.% En un estudio anterior, en pa-
cientes con caracteristicas similares, se observd
alta frecuencia genotipica (n = 67, 80%) de
este polimorfismo.?® Sin embargo, al analizar la
posible asociacién entre la presencia del poli-
morfismo MTHFR C677T y las concentraciones
de homocisteina en el suero sanguineo, se en-
contrd asociacion estadisticamente significativa
solo en los pacientes que tenian el genotipo
homocigoto mutado.

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v22i1.4937
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Se han realizado numerosos estudios de
asociacién entre las concentraciones de ho-
mocisteina y el polimorfismo MTHFR C677T
en diversas poblaciones, sanas o enfermas, con
resultados controvertidos. Los resultados de las
investigaciones realizadas en Argentina, Esta-
dos Unidos, Colombia, Irdn e Inglaterra son
similares a los obtenidos en este trabajo y tam-
bién refieren asociacion entre la existencia de
esta mutacion y la hiperhomocisteinemia.?%3
Sin embargo, otros autores de Brasil, Japén,
India y México no encontraron asociacion
entre ambas variables.'”343¢ Se ha propuesto
que estas diferencias pudieran explicarse por
variaciones en el tipo de poblacién y el ni-
mero de muestras analizadas, en los métodos
de la cuantificacién de la homocisteina y en
otros factores ambientales, especialmente en
la ingesta de acido félico.”

Los resultados obtenidos en esta investiga-
cién indican que la hiperhomocisteinemia no
constituye la causa mas frecuente del evento
trombotico en los adultos jévenes cubanos con
eventos tromboéticos y abortadoras habituales.
No obstante, la hiperhomocisteinemia encontra-
da en algunos de estos pacientes se asocia con la
existencia del genotipo homocigoto mutado del
polimorfismo MTHFR C677T. Por ello, se reco-
mienda realizar la determinacién de los valores
séricos de homocisteina en los adultos jovenes
cubanos con eventos trombéticos y abortadoras
habituales que acuden a la consulta de trombofi-
lia del HCQ Hermanos Ameijeiras y luego, si se
demuestra la hiperhomocisteinemia, realizar la
determinacién del polimorfismo MTHFR C677T
para esclarecer el riesgo genético y orientar el
manejo de estos pacientes.

Los autores declaramos que no existe un posible
conflicto de intereses en este manuscrito.

Este estudio fue aprobado por la direccion del
laboratorio de la institucion participante. La in-
vestigacion se realizé conforme a los principios
de la ética médica, a las normas éticas institu-
cionales y nacionales vigentes y a los principios
de la Declaracién de Helsinki.™
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