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Resumen: El folato es un miembro del grupo de la vitamina
B y está relacionado con enfermedades crónicas como anemia
megaloblástica, enfermedad cardiovascular, cáncer, disfunción
cognitiva y riesgo de defectos del tubo neural. La proteína 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) juega un papel
clave en el metabolismo del folato mediante la síntesis de
nucleótidos y reacciones de metilación. El gen MTHFR se
encuentra en el cromosoma 1 (1p36.3), y se han descrito dos
alelos comunes, el alelo C677T (termolábil) y el alelo A1298C.
El objetivo de este estudio es evaluar la distribución de los
polimorfismos genéticos en MTHFR C677T y A1298C en la
población venezolana. METODOS: estudio de tipo transversal,
descriptivo, experimental y correlacional Las muestras de sangre
se colectaron en 314 donantes no emparentados y sanos
de la población. Los polimorfismos de un solo nucleótido
(SNP) MTHFR 677C>T y 1298A>C se analizaron mediante
polimorfismo de longitud de fragmento de restricción de
reacción en cadena de polimerasa (PCR-RFLP). El desequilibrio
de ligamiento (LD) entre pares de SNP se calculó mediante
la prueba X. usando Prism 5 (GraphPad soware, Inc).
RESULTADOS: Encontramos mayor frecuencia genotípica
de heterocigotos para el polimorfismo MTHFR C677T en
la población general venezolana, con excepción del grupo
caucásico. El polimorfismo MTHFR A1298C en el 70%
de la población de estudio es homocigoto de tipo salvaje,
encontrándose una baja frecuencia de homocigoto mutado.
CONCLUSIONES: Se encontraron diferencias significativas
entre grupos étnicos, destacando la importancia del genotipado
racial de estos polimorfismos en la población venezolana.

Palabras clave: MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
Polimorfismo, Farmacogenética, Población venezolana, PCR-
RFLP.

Abstract: Folate is a member of the vitamin B and it has
also been indicated that may be related to chronic diseases
such as megaloblastic anemia, cardiovascular disease, cognitive
dysfunction and risk of neural tube. Methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) is a key enzyme of folate pathway
by nucleotide synthesis and methylation reactions. Several
polymorphisms were reported in MTHFR gene but C677T
and A1298 polymorphism are most studied and these
have been reported to be risk factor for several diseases/
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disorders. e present study was designed to determine the
frequency of MTHFR polymorphisms in Venezuelan healthy
population. METHODS: e blood samples were collected
from 314 unrelated and healthy donors from population.
Both the MTHFR 677C>T and 1298A>C single nucleotide
polymorphisms (SNPs) were analyzed by Polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). Linkage disequilibrium (LD) between pair of SNPs
was calculated through the .. test using Prism 5 (GraphPad
soware, Inc). RESULTS: We find higher genotypic frequency
of heterozygotes for the MTHFR C677T polymorphism in
the Venezuelan general population, with the exception of the
Caucasian group. MTHFR A1298C polymorphism in 70%
of the study population is homozygous wild type, finding a
low frequency of homozygous mutated. CONCLUSIONS:
Significant differences between ethnic groups were found,
highlighting the importance of racial genotyping of these
polymorphisms in the Venezuelan population.

Keywords: MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
Polymorphism, Pharmacogenetics, Venezuelan population,
PCR-RFLP.

INTRODUCCION

El folato es un miembro del grupo de la vitamina B y es abundante en el hígado y en los vegetales. Su ausencia
conduce a la anemia megaloblástica y actúa como una coenzima para el metabolismo de carbono. También,
ha sido reportado que el estado nutricional del folato puede estar relacionado con enfermedades tales como
las cardiovasculares, el cáncer y la disfunción cognitiva. Los resultados también han revelado que la ingesta
materna de ácido fólico reduce el riesgo de defectos del tubo neural (1,2).

El gen de la 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (NAD(P)H) o gen MTHFR (OMIM: 607093) está
ubicado en el brazo corto (p) del cromosoma 1 (ubicación citogenética: 1p36.22). Va desde 11.785.729 pares
de bases (pb) hasta 11.806.102 pb (GRCh38, NCBI) y su longitud total es de 20.374 pb y consta de 11
exones. El gen MTHFR codifica una enzima, la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR; EC 1.5.1.20)
compuesta por 656 aminoácidos y un peso molecular de 74.597 Da. La metilentetrahidrofolato reductasa es
importante para una reacción química que involucra formas de la vitamina folato (vitamina B9) (3). Dicha
enzima cataliza la conversión de 5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-MTHF) a 5-metiltetrahidrofolato (5-
MTHF). Esta reacción es necesaria para la remetilación del aminoácido homocisteína (Hcy) a metionina.
Aunque se describieron varias mutaciones, los SNP (polimorfismos de un solo nucleótido) 677C>T
(rs1801133) y 1298A>C (rs1801131) son las dos mutaciones más comunes en el gen MTHFR. El
polimorfismo común de un solo nucleótido de los alelos 677C>T y 1298A>C en el gen MHTFR disminuye
la actividad de la enzima(3).

Dos polimorfismos frecuentes en el gen MTHFR humano confieren un deterioro funcional moderado de
la actividad de MTHFR para individuos mutantes homocigóticos. Con respecto al polimorfismo MTHFR
677C>T, los resultados de los ensayos in vitro mostraron una disminución de la actividad enzimática al
65 % para el estado heterocigoto y al 30 % para el estado homocigoto de la variante 677T(4). Para el
polimorfismo 1298A>C, la actividad enzimática in vitro está disminuida en las variantes homocigóticas y,
en menor medida, en las heterocigóticas en comparación con las homocigóticas para el alelo de tipo salvaje(5).
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El 677C>T se encuentra en el dominio catalítico de la proteína, mientras que el 1298A>C se encuentra en
el presunto dominio regulador(5).

La deficiencia grave de MTFHR, el error congénito más común del metabolismo del folato, produce
hiperhomocisteinemia, homocistinuria e hipometionemia. Muchos de los polimorfismos del gen MTHFR
alteran o disminuyen la actividad de la metilentetrahidrofolato reductasa, lo que provoca un aumento de la
homocisteína en la sangre(3). El folato es un nutriente esencial para un buen funcionamiento del organismo
cobrando mayor relevancia durante el embarazo. Su metabolismo es complejo ya que tiene participación en
diversas rutas metabólicas relacionadas en la síntesis de compuestos de importancia biológica(6). Aunque se
desconocen los mecanismos exactos, su deficiencia genera implicaciones graves que afectan tanto a la madre
como al recién nacido al alterar procesos claves en esta etapa como es la síntesis y reparación del DNA así como
la estabilidad y funcionalidad (expresión génica y mutaciones) del mismo, afectando también la síntesis de
proteínas y otros compuestos e incrementando el estrés oxidativo (6). La disminución del folato y el aumento
de los niveles plasmáticos de Hcy están asociados con una variedad de afecciones comunes, tales como
enfermedades cardiovasculares (7), defectos del tubo neural(6,8), labio o paladar hendido(9), hipertensión(10),
preeclampsia y complicaciones del embarazo(11,12), trombosis(13), trisomìa 21(14), depresión /esquizofrenia
(15,16), autismo(17), neuropatía diabética(18), ACV isquémico (19) y enfermedades gastrointestinales(20), entre
otras.

Estas son algunas razones importantes para estudiar los polimorfismos de MTHFR en las poblaciones e
investigar las asociaciones de enfermedades, ya sea mediante estudios de genes candidatos o estratificando
la población por grupos étnicos. Una investigación a gran escala en varias poblaciones del mundo, estudió
polimorfismos y mostró diferencias entre las frecuencias de los genotipos según el tipo de población(21).

Por tal motivo es imperativo estudiar estos polimorfismos MTFHR en la población venezolana, teniendo
en cuenta la heterogeneidad étnica, a fin de tener base de partida para posteriores estudios asociados con
enfermedades. El objetivo del presente estudio fue determinar los genotipos MTHFR y sus frecuencias en
población sana venezolana.

METODOS

El protocolo de esta investigación fue presentado y aprobado por el Comité de Ética del Hospital
Universitario de Caracas, con fecha 20 de julio de 2012. Se realizó un estudio de tipo transversal, descriptivo,
experimental y correlacional.

Población: La presente investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Investigación de Hemoglobinas
Anormales, Instituto Anatómico “José Izquierdo”, Facultad de Medicina, Universidad Central de
Venezuela. El genotipado se realizó en 314 individuos voluntarios sanos de diferentes regiones de Venezuela.
Los individuos que participaron en este estudio pertenecen a diferentes grupos étnicos: amerindios, africanos,
mestizos y caucásicos y no estaban relacionados entre sí.

Análisis de los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR: El ADN genómico se extrajo de sangre
periférica completa de acuerdo con el método previamente propuesto por Miller et al. (22) con pequeñas
modificaciones. El análisis de los polimorfismos más comunes en el gen MTHFR (677 C→T y 1298 A→C) se
realizó mediante la amplificación por PCR de la región afectada y la digestión con enzimas del producto de
restricción de la PCR (RFLP) según lo descrito por Frosst et al(4) y Van der Put et al(5).

Análisis Estadístico: Se probó si las frecuencias de genotipo estaban de acuerdo con el equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) usando la prueba X. usando Prism 5 (GraphPad soware, Inc). Todos los grupos étnicos
estudiados estaban en HWE.
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RESULTADOS

Para el genotipo MTHFR 677 se obtuvo un fragmento de 198 pares de bases (pb) y el producto de PCR
se expuso durante la noche a 37°C a la enzima de restricción (HinfI) y luego se observaron los fragmentos
digeridos en un gel de agarosa al 3%. Adultos humanos homocigóticos (CC) para el alelo normal MTHFR
produjeron un fragmento de 198 pares de bases (pb); el heterocigoto (CT), un patrón de tres fragmentos de
198, 175 y 23 pb, y el homocigoto para la mutación (TT) produjo dos fragmentos de 175 y 23 pb.

De manera similar, para el genotipo MTHFR 1298 se obtuvo un fragmento de 163 pares de bases (pb) y el
producto de PCR se expuso durante la noche a 37°C a la enzima de restricción (MboII) y luego los fragmentos
digeridos se observaron en un gel de agarosa al 3%. La mutación 1298(A→C) suprime un sitio de restricción
MboII. La digestión del fragmento de 163 pb del genotipo AA da cinco fragmentos, de 56, 31, 30, 28 y 18
pb, mientras que el genotipo CC da como resultado 4 fragmentos, a saber, 84, 31, 30 y 18 pb.

Los análisis preliminares mostraron que los polimorfismos A1298C y C677T estaban en equilibrio de
Hardy-Weinberg. La frecuencia de genotipos del polimorfismo MTHFR C677T en población venezolana
se muestra en la Tabla 1. La genotipificación del polimorfismo MHTFR C677T se observó distribuida de
manera similar entre homocigotos (CC) y heterocigotos (CT) de tipo salvaje en la población general, con
menor frecuencia para homocigotos mutantes ( TT). Entre las diferentes etnias en Venezuela se observaron
variaciones significativas, pero similares a los valores de la población general. Se obtuvo una mayor frecuencia
de CT de genotipo heterocigoto en las poblaciones amerindia y africana con respecto a las demás. Los
caucásicos tuvieron una mayor frecuencia del genotipo CC homocigoto de tipo salvaje.

TABLA 1.
Frecuencias del genotipo MTHFR C677T en población venezolana

Los Valores-P fueron calculados por X2 (2df), alfa < 0.05

El genotipado del polimorfismo MHTFR A1298C mostró diferencias significativas en su distribución
en la población general venezolana, Tabla 2. En la población general venezolana se encontró en mayor
proporción la frecuencia genotípica homocigota tipo salvaje (AA) mientras que se observó una baja
frecuencia de genotipos mutantes. En cuanto a la distribución en los grupos étnicos se observaron resultados
interesantes, en los amerindios se detectó la mayor frecuencia (94%) de genotipo AA homocigoto y no se
detectó mutante homocigoto (CC). Africanos y mestizos mostraron frecuencias similares de genotipos.
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TABLA 2.
Frecuencias del genotipo MTHFR A1298C en población venezolana

N.D: No Determinado
Los Valores-P fueron calculados por X2 (2df), alfa < 0.05

DISCUSIÓN

La población venezolana es muy heterogénea en sus orígenes, a través de la inmigración europea de países
mediterráneos tales como España, Portugal e Italia principalmente, africanos y amerindios posteriormente
mezclados. Las variedades étnicas venezolanas se han clasificado en amerindia, africana, mestiza (europea/
amerindia) y caucásica. Estas características representan una población interesante para estudiar los
polimorfismos de genes metabolizadores de xenobióticos como MHTFR.

Los estudios en población del polimorfismo MTHFR C677T muestran que tiene una frecuencia
variada según la etnia. El 10-15% de caucásicos y japoneses son homocigotos para este polimorfismo, los
países mediterráneos tienen una mayor frecuencia mientras que es baja en afroamericanos. A su vez este
polimorfismo homocigoto se ha asociado con altas concentraciones plasmáticas de homocisteína, un riesgo
de enfermedad cardiovascular, cáncer de colon y leucemia(23). La población mexicana y colombiana son
las que presentan una mayor frecuencia de genotipo homocigoto, 22,5% y 25,3% respectivamente, (2-30%
distribución global) y el rango para la población latinoamericana es 1,2-25,3%(24).

Este estudio encontró en cuatro grupos étnicos de Venezuela, una frecuencia de homocigotos mutantes
(TT) del 12%, similar a la de distribución latinoamericana. El grupo de origen africano tiene la mayor
frecuencia (19,3%), lo que contrasta mucho con la frecuencia informada de homocigotos TT para las
poblaciones africanas y negras brasileñas (1-2%)(21).

Con respecto a la frecuencia de heterocigotos en población mundial, ésta va del 5 al 45%, mayormente se
ha observado en el rango del 30% como en algunos países europeos, EEUU, Australia y Japón. Italia tiene
la frecuencia alélica más alta y los africanos subsaharianos la más baja(21). Un estudio del polimorfismo de
MTHFER C677T a gran escala mostró una frecuencia general (CT) entre todas las poblaciones estudiadas
de 32,7%, en donde los hispanos blancos tienen la frecuencia más alta (48,5%), seguidos por los amerindios
(34,4%), caucásicos (32,7 %), asiáticos (22,9 %) y, con menor frecuencia, población afroamericana (10%)(21).
Sozen et al., reportaron una frecuencia del 47% del genotipo heterocigoto MTHFR C677T en población
control del noroeste de Venezuela(9).

Los hallazgos de este estudio mostraron una frecuencia global de heterocigotos MTHFR 677(CT) del
45,92%, cuya distribución tiene una presencia significativa en los cuatro grupos étnicos estudiados. Estos
resultados sugieren que la frecuencia de heterocigotos MTHFR C677T en la población venezolana está por
encima del nivel promedio de la población mundial y el grupo de origen africano tiene una frecuencia de
heterocigotos (44,23%) superior a otras poblaciones africanas reportadas(21).
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En el genotipado de MTHFR A1298C, se encontró una frecuencia muy baja de homocigotos mutantes
CC (5%) en la población general, cuya distribución fue para el grupo de origen africano de 3%, para mestizos
de 2,1% y para amerindios de 0%, lo que sugiere que la población venezolana presenta una frecuencia de
homocigotos CC baja en comparación con la población mundial, a excepción del grupo caucásico que fue
de un 13%.

La mutación A1298C está asociada con una leve reducción en la actividad de MTHFR in vivo e in vitro,
y se ha sugerido que está asociada con un mayor riesgo de defectos del tubo neural(8). Robien y Ulrich,
publicaron un estudio de referencia en frecuencia de homocigotos CC 1298, donde reportan el valor más alto
para la población alemana caucásica (10,7%), japonesa (3,7%), africana (4,38%) y el rango de distribución
global fue de 1, 4-12,8%(24). En población hispanoamericana hay reportes de población mexicana con una
frecuencia de homocigotos CC 1298 de 2,2% (8). Sozen et al., reportaron 3% de frecuencia de CC 1298 y
24% para heterocigotos AC en la población control del noroeste de Venezuela(9).

Robien y Ulrich, reportaron frecuencias de heterocigotos MTHFR 1298C>T del 30 al 56% en población
global, africanos (34,2%), caucásicos alemanes (45,15%), japoneses (30,8%), entre otras poblaciones
estudiadas(24). Los heterocigotos MTHFR 1298A>C encontrados en este estudio mostraron una frecuencia
en la población general venezolana de 25%, por debajo del promedio mundial, con diferencia significativa
entre grupos étnicos, ya que presentaron diferente frecuencia en amerindios (6%), africanos (26%), mestizos
(32,6%) y caucásicos (39%). Estos resultados tan variados demuestran la importancia del genotipado en
diferentes grupos étnicos en la población venezolana.

CONCLUSIONES

En conclusión, encontramos heterogeneidad de los genotipos polimorfismos de MTHFR estudiados en la
población venezolana sana, por su diversidad étnica y singularidad que ha sido comparada a nivel mundial.
Este estudio da una referencia al conocimiento previo de las frecuencias genotípicas de la población control
venezolana y abre la puerta a futuras investigaciones que justifiquen asociaciones de estos polimorfismos con
diversas enfermedades frecuentes en nuestra población.
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