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Evaluacion de la asociacion de los polimorfismos C677T
y A1298C del gen de MTHFR con enfermedad trombo
embolica coronariay pulmonar

INTRODUCCION

La enzima metilentetrahidrofolato (MTHFR; EC 1.5.1.20 1) desempefa un papel
critico en el metabolismo de la homocisteina, por catalizar la conversién de (5,10-
metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, el donante del grupo metilo-grupo
en la re metilacion B12-dependiente de homocisteina a metionina.

La deficiencia grave de la enzima MTHFR conduce a la homocistinuria, una rara
error innato del metabolismo caracterizada por gran aumento sangre y orina
concentraciones de homocisteina. Concentraciones moderadamente disminuidas
de MTHFR, a menudo asociados con la forma termolabil comun de este enzima,
puede conducir a la hiperhomocisteinemia, caracterizada por leve a un moderado
aumento de las concentraciones de homocisteina plasmatica total (tHcy).

La hiperhomocisteinemia se ha informado en individuos con enfermedades
vasculares oclusivas'?, y estudios recientes han demostrado que  tHcy
moderadamente aumentada tanto si se mide después de ayuno o 2-6 horas
después de una carga de metionina, es asociado con un mayor riesgo de
enfermedad arterial coronaria (EAC) *’.Ademas, las concentraciones plasmaticas
de homocisteina alta se han notificado a ser un factor de riesgo para trombosis
venosa profunda (TVP) en la poblacién general & °.

Dos polimorfismos comunes que pueden contribuir a hiperhomocisteinemia han

sido reportados en el Gen de MTHFR. ElI C677T (Ala-Val-a) de transicién, lo
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gue produce termolabilidad y algo de reducida actividad de la enzima en la
actividad in vitro, lo cual fue descrito por primera vez por Kang et al. *°. Los
individuos homocigotos para la mutacion C677T tienen  concentraciones
moderadamente incrementadas en plasma de Hcy en ayuno, especialmente en la

presencia de bajo folato plasmatico (, 15,4 nmol / L) f **

, Y esta mutacion es mas
prevalente en pacientes con EAC (17%) que en los controles (5%) ** *2. Aunque
algunos estudios han confirmado esta observacion '3, la mayoria de los estudios
recientes no apoyan una asociacién entre el polimorfismo C677T y EAC ***". Del
mismo modo, la homocigocidad para el polimorfismo C677T ha implicado como
un factor de riesgo para la trombosis venosa ** ': Sin embargo, no todos los
estudios apoyan este hallazgo 2> %

Mas recientemente, un segundo polimorfismo prevalente, que se asocia con la
disminucién de la actividad enzimética in vitro, se ha descubierto en el gen de la
MTHFR. % # Esta variante genética consiste en una transversién en A3C
nucledtido 1298, que produce una sustitucion de Glu-a-Ala. Los estudios sobre un
namero relativamente pequefo de individuos han demostrado que, el 10% de los
individuos son homocigotos para el alelo 1298C y aproximadamente el 20% de los
individuos son portadores heterocigotos tanto del C677T y polimorfismos A1298C.
22,23

La hiperhomocisteinemia (HCA) se asocia con una mayor tendencia trombdética y

ha sido considerado como un factor de riesgo para la enfermedad arterial

24 25

coronaria y aterosclerosis mientras otros sin embargo no siempre han

encontrado asociacion entre el infarto agudo de miocardio (IM) y HCA . Leve a
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moderada HCA se sabe que es debido a factores genéticos como mutaciéon en
genes de metileno tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) o debido a factores
ambientales como la deficiencia de vitamina B12 o &cido folico.

La presencia de la mutacion C677T se sabe que se correlaciona con aumento de
la MTHFR termolabil y homocigotos para el alelo C677T estan predispuestos a

26 La Intervencion

HCA en el contexto de un estatus del folato sub-optimo
terapéutica con vitamina es conocida por reducir los niveles de homocisteina
(Hey), una toxina endotelial, que ha sido implicada en la patogénesis de EAC.

Un meta-analisis mostr6 una asociacion significativa entre la homocisteina
plasmatica (rango normal 5-15 mmol / I) y el polimorfismo del gen MTHFR con
enfermedad isquémica del corazon, derrames cerebrales, trombosis venosa
profunda y embolismo pulmonar. Las razones de probabilidad de un 5 mmol / |
aumento de Hcy fueron 1.42 en 72 casos y controles y 1,32 en 20 estudios
prospectivos de EAC.

La frecuencia de la mutacion de MTHFR C677T ha sido demostrado que muestra
variaciones entre las diferentes poblaciones. En estudios realizados en la India

27 estudios del sur de la India no

han mostrado resultados contradictorios, en
encontraron asociacién entre Hecy y EAC %! mientras que un estudio del Reino
Unido *y de India **-** HCA se encontré correlacién con EAC en los pacientes
Hinddes. Un estudio de Mumbai'® no encontré diferencias en cifras de Hcy en EAC

y controles pero mostro que heterocigocidad de la mutacion de MTHFR en un

54.5 % de EAC con HCA, lo que implica a considerar que si hay predisposicion
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genética a HCA podria ser un factor de riesgo para EAC en presencia de
deficiencia de folato.

El objetivo de este estudio fue evaluar de manera retrospectiva, a sujetos que
presentaron diversas condiciones tromboticas y/o de infarto agudo de miocardio y
su correlacion con los polimorfismos C677Ty A1298C , asi como el andlisis
conjunto al de factores de riesgo conocidos para enfermedad tromboembolica |

coronaria y pulmonar

Planteamiento del problema.

Los estudios de meta andlisis de la MTHFR han demostrado que existe mayor
riesgo de enfermedad cardiaca en TT homocigotos que en CC homocigotos Yy
esto ha sido demostrado que tienen diferencias estadisticamente significativas.
Sin embargo también en meta analisis de ensayos aleatorizados se ha mostrado
gue en sujetos con homocisteina baja no se reduce el riesgo de enfermedad
isquémica coronaria.

Los estudios en este contexto han mostrado diversidad en
frecuencia del genotipo MTHFR-677/TT, pues en Italia, la frecuencia oscila entre
(18-19%) mientras que Grecia es de 16.7%, en Alemaniay Croacia en 6%.

La distribucion geogréfica y étnica del polimorfismo MTHFR-677 ha sido estudiado
en grandes series pediatricas en las 16 zonas de Europa, Asia, America, Medio
Oriente y Australia, y fue mostrado que el genotipo TT fue relativamente comun

en el Norte de Chile (20%) Italia en 26% y en México de 32%.
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Por otro lado también existe evidencia de asociacion con una frecuencia
incrementada en el genotipo MTHFR-677 y la presencia de otros padecimientos
como migrafa, colitis, alzheimer, incremento de algunos factores de riesgo
bioquimico.cos, trombosis venosa profunda, y enfermedad cardiovascular.
Justificacién.

La frecuencia de enfermedad coronaria asociada a la deficiencia de homocisteina
asi como la participacion de polimorfismos 677 o 1298 en enfermedad cardiaca
coronaria o de otros padecimientos no ha sido ampliamente estudiada.

Hasta ahora existen problemas por resolver, uno de ellos es que con qué
frecuencia estos polimorfismos son asociados con presencia de enfermedad
cardiaca, trombosis venosa profunda y otros padecimientos

Tampoco hay evidencia de que papel juega el acido félico en la terapia de
prevencion, o si es posible que tenga un papel modesto pero Gtil en la prevencion
primaria de la cardiopatia isquémica concomitante al uso de aspirina o de algun
otro antiagregante. Estudios en meta andlisis han dado una posible explicacién
para aquellos estudios que han referido no asociacion del tratamiento con mejoria
y pronostico y concluyen que esa evidencia no es valida debido a que para esa
hipétesis no se han planteado estudios a través de ensayos aleatorizados.

Es importante antes de iniciar con un estudio de ensayo clinico de terapia conocer
en las diversas poblaciones, los factores y riesgos cominmente observados.

En ocasiones es importante realizar a través de un reconocimiento retrospectivo,
gue antecedentes y factores prevalecen o se asocian con aquellos sujetos en los

gue la prueba de la determinacion de polimorfismos en el gen de MTHFR fue
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solicitada o cuales fueron los motivos por los cuales el médico considero ese
estudio en un laboratorio especializado y analizar a través del expediente.,
ademas de los antecedentes, factores de riesgo asociados, el padecimiento que

condiciono la solicitud de la prueba.

Pregunta de Investigacion.
Los polimorfismos C677T y A1298C del gen de la Metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) tienen una frecuencia y asociacion diferente en la enfermedad

cardiovascular y coronaria

Objetivo Principal.-
Determinar la frecuencia de los polimorfismos C677Ty A1298C del gen de MTHFR

en enfermedad tromboembolica coronaria y Trombo embolica pulmonar

Objetivo secundario.

Determinar la frecuencia de las mutaciones de los polimorfismos C677Ty A1298C
del gen de MTHFR en otros padecimientos.

Evaluar si hay asociacién con otros factores trombo génicos y la presencia de las
mutaciones de este gen..

Relacionar el tipo de mutacion del polimorfismo con el fenotipo clinico.

Determinar la asociacion de MTHFR y otros biomarcadores como anticardiolipina,
anti B 2 glicocoproteina 1, Factor Leyden, Proteina C. Proteina S, antitrombina y

Dimero D.
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Hipotesis alterna.

La asociaciéon de las mutaciones del gen de MTHFR padecimientos coronarios y
tromboembolicos pulmonares es diferente a la observada con otros
padecimientos no cardiovasculares.

Hipo6tesis nula: La asociacion de las mutaciones del gen de MTHFR
padecimientos coronarios y tromboembolicos pulmonares es igual a la observada

con otros padecimientos no cardiovasculares.

Material y Métodos:

Disefo

Estudio: Retrospectivo, observacional comparativo.

Lugar y Duracion.

Se realizo en la Unidad de la Linea Cardiovascular en colaboraciéon con el
Laboratorio central del Hospital ABC observatorio- La seleccién de los casos
determinados con los polimorfismos buscados fue en el periodo comprendido de
Marzo de 2011 a diciembre de 2015.

Universo de estudio.

Se analizaron los expedientes de pacientes a quienes se les habia solicitado en el
laboratorio la determinacion de los polimorfismos C677T y A1208C, bajo cualquier
sospecha de trombosis.

Criterios de Inclusién

» Sujetos de todas las edades y género.
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* A quienes se les haya realizado el estudio de los polimorfismos C677T y
A12098C

* Que se les hubieran realizado estudios extensos que incluyeron
determinacién de Biometria hematica, colesterol total, triglicéridos, HDL
LDL, homocisteina, anti B2 glicoproteina 1, anticardiolipina, Proteina C,
Proteina S, Factor Leyden y antitrombina

e Que tuvieran historia clinica completa y en el expediente estuvieran bien
detalladas las comorbilidades y las variables incluidas en el estudio.

Criterios de exclusion.

» Se excluyeron todos los sujetos que no tuvieran las determinaciones de
estudios comprendidas en el apartado anterior y que no tuvieran definido el
diagnostico por el cual se solicito la prueba

Reclutamiento de Resultados. Se solicitdé al laboratorio todas las determinaciones
realizadas entre 2010-2015-

Tecnica empleada en la determinacion de los polimorfismos

Para la deteccidn de los polimorfismos de MTHFR se realizdé genotipificacién por
PCR con andlisis de curvas de fusion (melting fusion). Para la determinacién del
polimorfismo C677T se utilizd el kit "LightMix Kit MTHFR ~ de Roche. Para la
determinacion del polimorfismo A1298C se utilizo el kit  LightMix® Kit MTHFR “de
Roche.

Para la determinacion de la actividad de antitrombina se utilizé el kit Berichrom

gue cuantifica la actividad plasmatica mediante analizadores automaticos.
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Para la determinacion del factor 1l y VIII, se utilizé kit Siemens, la determinacion

fue a través de métodos coagulométricos in vitro.

Tipos de variables

Variables
Varable Signficago Tipo de Forma ce medirla
variable
Nombre Nombre Nominal
Edad Edad Numdérica
Género  Género Dicotdmica 1) Mujer
2) Hombre
Plaquetas Plaquetas Numérica
cr Colesterol Numérica
Total
B Triglicéridos Numérica
HDL HDL Numérica
(4 10) Dimero D Numérica
ATIN Anti Numérica
trembinz 1N

HCl Homccisteina Numérica
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ProtC

Prots

Fvii

Fi

202102

ACL

506q

MTHFR

cerrm

A1298T

AntAb

Proteina C

Proteina S

Factor VIl

Factor |l

Mutacién
202102

Anti
cardiolipina

Leyden 506q

MTHFR

7T

A1298T

Antecedentes
de aborto

Numérica

Numénca

Numérica

Numérca

Dicotdmica

Numérica

Dicotdmica

Dicotomica

Nominazl

Nominal

Dicotémica

1) Positivo
2) Negativo

1) Positivo
2) Negativo

1) Positivo
2) Negativo

1) Ninguna

3) 2 copias

1) Ninguna
copia
Z2) 1lcopia
3) 2 copias

1) Si
Z) No
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AHFM Antecadentes Dicotdmica 1) Si
heredo 2) No
familiares ce
mutacion
MTHFR

Antrom Antecedente Nominal 1) TVP
trombosis

2) TEP
3) EVC
4) Coronara

ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizé Software Excel y SPSS 19. Las variables nominales y dicotémicas
fueron reportadas en porcentajes y las variables cuantitativas con distribucion
normal con medias y desviacion estandar. El analisis de correlacion de Spearman.

Significancia estadistica cuando lap > 0.05

RESULTADOS
RESULTADOS.
El grupo en general fue un total de 334 sujetos de estudio, con 158 (47%) mujeresy 176 (53%)

hombres. Con edad medio en el promedio general de 51+ 19 afios de edad. La tabla 1 muestra las
caracteristicas demograficas de acuerdo al género.

Hombres Mujeres P

Edad 54+18 49418 0.02

Plaquetas 280,000 346,500 0.052
(36-511.000) (28,000-684,000)

Triglicéridos 129 123 NS
27-4320) (41-1224)

Homocisteina 11 10 NS
(2-198) (3-144)

Dmero 1450 2044 NS
(36-10,000) (73-12,000)

Colestrol total 183154 191458 0.01

HDL-C 3816 50+22 0.0001
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Proteina C 87130 86+ 30 NS
Proteina S 83125 83121 NS
Antitrombina lll 79128 78127 NS
Factor VI 118430 12033 NS
Dislipidemia 56 (17%) 66 (20%) NS
Tabaquismo 88 (26%) 64 (19%) 0.08

Las medias y medianas de las variables estudiadas, entre sujetos sin y con trombosis se muestran

en la tabla.

Sin trombosis Con trombosis p
De cualquier tipo

Edad ( en afios) 50+ 19 53+18 NS
Colesterol Total 188 (57-582) 182 (68-360) NS
Triglicéridos 121 (30-4320) 138 (27-1707) NS
HDL 39 (7-150) 40 (9-187) NS
Homocisteina 11 (2-198) 10 (3-117) NS
Dimero D 1402 (36-10,000) 2022 (46-12,000) | 0.014
Antitrombina Ill 85 (20-135) 80 (0-120) 0.023
Proteina C 86 (12-192) 88 (9-150) NS
Proteina S 80 (0-140) 86 (10-133) 0.09
Factor VIII 112 (0-206) 127 (0-240) 0.008

La frecuencia del porcentaje de trombosis de cualquier sitio se encontrd de la siguiente manera:
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TIPO DE MUTACION

Porcentaje Porcentaje
TROMBOSIS DECUALQUIER SITIO Frecuencia Porcentaje valido acumulado
NO Vélidos  SIN MUTACION 5 3.8 3.8 3.8
A1298C DOS COPIAS 11 8.3 8.3 12.0
C677T DOS COPIAS 33 24.8 24.8 36.8
A1298C UNA COPIA 20 15.0 15.0 51.9
C677C UNA COPIA 49 36.8 36.8 88.7
A1298C UNA COPIAY 15 11.3 11.3 100.0
C677T UNA COPIA
Total 133 100.0 100.0
S| Validos SIN MUTACION 28 139 13.9 13.9
A1298C DOS COPIAS 8 4.0 4.0 17.9
C677T DOS COPIAS 27 134 13.4 31.3
A1298C UNA COPIA 46 22.9 22.9 54.2
C677C UNA COPIA 57 28.4 28.4 82.6
A1298C UNA COPIAY 35 17.4 17.4 100.0
C677T UNA COPIA
Total 201 100.0 100.0
TROMBOSIS
DECUALQUIER
SITIO
NO Si
A1298C UNA COPIA Y C677T UNA COPIA—] ﬁ —A1298C UNA COPIA Y CE677T UNA COPIA
7 A A= mamat, 7 A A
= CB77C UNA COPI o FC677C UNA COPI
o
2
|y A1298C UNA COPIA-] Sumwnend  [TA1298C UNA COPIA
2
=
w
(=] CB77T DOS COPIASH ~C677T DOS COPIAS
O
o
-
A1298C DOS COPIAS] —A1298C DOS COPIAS
SIN MUTACION- FSIN MUTACION

LU S AL L
60453015 0 15304560

Recuento

NOIOV.LN 30 Od.IL
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Niveles de Plaquetas y frecuencia de mutacion de los genes MTHFR A1298C y
C677T en sujetos con y sin trombosis

| 182 TI'PO DE
700000 * MUTACION
6500001 SIN MUTACION
A1298C DOS COPAS
600000-] C677T DOS COPAS
A1298C UNA COPIA
550000-] C677C UNA COPIA
A1298C UNA COPA Y
500000 T C677T UNA COPA
e o5
450000 o
) 5
= 400000
w 58
§ 350000 B3
3 so0000 P x|
o 109 111
2500001 * 209 295
o4
2000001 ol 2
*s6
150000 -
& *
100000 o "
*
50000 I *
O— — —
T T
NO S|

TROMBOSIS EN CUALQUIER SITIO

Los promedios de las plaquetas en sujetos con y sin trombosis y el tipo de mutacién se muestran
en la siguiente tabla. Un andlisis de Kruskall Wallis no demostré diferencias estadisticas entre

grupos
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Niveles de Colesterol total entre pacientes sin trombosis y trombosis y su
relacion con el tipo de mutacion de los polimorfismos C677T y A1298C del gen

de MTHFR
TI'PO DE
. 103
600 @ MUTACION
550 SIN MUTACION
A1298C DOS COPAS
5004 C677T DOS COPAS
A1298C UNA COPIA
C677C UNA COPIA
450 A1298C UNA COPIA Y
3 - C677T UNA COPIA
400 *
5 8 200
350 *57 *
- 330 oF — 168
o o 289 o 169
& 300 T
i o o
0 250
w
|
O 2001
(&]
150
100 286 -+
14— o o
501 ©
o
T T
NO S|

TROMBOSIS DE CUALQUIER TIPO

Los promedios de colesterol total se encontraron en niveles mas altos en sujetos sin trombosis.

En la siguiente tabla se muestran los promedios de cada tipo de mutacion.
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Niveles de Trigliceridos en pacientes sin trombosis y con trombosis y su
relacion con los polimorfismos C677T y A1298C del gen de MTHFR

4600 o
4400- 103 TI'PO DE
* MUTACION

500
4‘00_ SIN MUTACION
4000 A1298C DOS COPIAS
3800 CB77T DOS COPIAS
3600 A1295C UNA COPIA
2400 CB77C UNA COPIA

A1298C UNA COPIA Y
32007 CB77T UNA COPIA

3000
2800
2600
2400
2200
2000
1800 327
1600
1400 200
1200 *
1000

800

| 109 244
o 4 *38 11?;9* e 212 30 % 25
4004

* o, 27 o 8, 2168503
ol il e o i o e L

TRIGLICERIDOS

NO s
TROMBOSIS DE CUALQUIER SITIO

Los niveles de triglicéridos fueron mas elevados en los que no tenian trombosis. Esto si tuvo
diferencia significativa, pero cabe mencionar que estos sujetos no tenian mutacién de ningun
polimorfismo del gen de MTHFR.
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Niveles de HDL-C en sujetos sin y con trombosis y su relacion con mutacion
de los polimorfismos C677T y A1298C del gen de MTHFR

2107 TIrPO DE
200 MUTACION
190 201
* SIN MUTACION
180 A1298C DOS COPAS
1704 C677T DOS COPAS
A1298C UNA COPIA
1607 85 C677C UNA COPIA
150 * A1298C UNA COPIA Y
"7 C677T UNA COPIA
140 *
1307 169
120 ©
Q 1107
-
% 100
907 56 320 _
80 o o) _
70 8
60 ©
50
40
30
20
1o 01 14 |+
o
10+ ,

NO 8
TROMBOSIS DE CUALQUIER SITIO

Hay una tendencia 10 veces mas de tener niveles de HDL-C en sujetos con trombosis y mutaciones
del polimorfismo A1298C y C677T homocigotos, aunque también hay sujetos con trombosis que
tuvieron niveles bajos y no tenian mutacién en ninguno
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Niveles de Dimero D en sujetos sin y con trombosis y su relacion con
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298 C del gen de MTHFR

124007 - TI'PO DE
11900 MUTACION
114007 SIN MUTAGION
109007 A1298C DOS COPAS
10400 75 220 273 195 C677T DOS COPAS
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Los niveles del Dimero D se muestran discretamente mas elevados en sujetos con trombosis y las
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298T homocigotos, sin embargo no se demostré que
tuvieran diferencias estadisticas significativas-



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO _

Niveles de Antitrombina lll en sujetos sin y con trombosis y su relacion con las
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298C del gen de MTHFR
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Los niveles de Antitrombina Ill se encontraron similares en sujetos con y sin trombosis
independientemente a el tipo de mutacién en alguno de los polimorfismos.
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Niveles de Homocisteina en sujetos sin y con trombosis y su relacion con las
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298T del gen de MTHFR
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Los niveles de homocisteina se encontraron con tendencia a estar elevados en sujetos con la
mutacion C677T y A1298C. Esto fue independiente a si tuvieron o no trombosis.
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PROTEINAC

Niveles de proteina C en sujetos sin y con trombosis y su relacion con las
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298T del gen de MTHFR
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Los niveles de Proteina C se encontraron en niveles éptimos tanto en sujetos sin trombosis como

con trombosis y es relevante que en sujetos con trombosis la proteina C tuvo incluso niveles mas

elevados y esto alcanzo diferencia estadistica p=0.02

PROTEINA S

Niveles de Proteina S en sujetos sin y con trombosis y su relacion con las
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298C del gen de MTHFR
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Los niveles de Proteina S se encontraron en rangos normales en sujetos con y sin trombosis.

Niveles del factor VIl en sujetos sin y con trombosis y su relacion con las
mutaciones de los polimorfismos C677T y A1298 del gen de MTHFR
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Los niveles del factor VIII fueron similares entre pacientes con trombosis y sin trombosis, con una
tendencia 9 veces a tener niveles mas bajos en los sujetos que no tenian trombosis.

La prueba de anticardiolipina solo se le realizo a 262 (78%) de los sujetos estudiados de los
cuales, en los sujetos sin trombosis y con trombosis se encontraron anticardiolipinas positivas en
3/95 (3%) y 10/169 (6%) respectivamente. En relacidn al factor Leyden solo se determiné en 284
(85%) de los cuales fueron positivos en sujetos sin trombosis en 7/102 (7%) y los de trombosis en
24/182 (13%) sin diferencias estadisticas significativas.

Del factor II, en relacién sujetos sin trombosis y con trombosis, fueron positivos 6/70 (8.5%)y
11/84 (13%) y del Factor VIl respectivamente y no hubo diferencias estadisticas.

En relacion a la homocisteina
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El total de pacientes con una trombosis en general se muestra en la tabla.

Tipo de Trombosis Numero de casos (%)
Sin trombosis 133 (39.8)
Trombosis venosa profunda 71 (21.3)
Enfermedad vascular cerebral 35 (10.5)
Trombosis venosa profunda y Tromboembolia pulmonar 28 (8.4)
Tromboembolia pulmonar 21 (6.3)
IAM 9 (2.7)
Trombosis de vena “Porta 6 (1.8)
Trombosis del seno longitudinal 5 (1.5)
Trombosis venosa profunda y Enfermedad vascular cerebral | 4 (1.2)
Enfermedad multi-infarto 3 (0.9)
Trombosis mesentérica 3 (0.9)
Enfermedad autoinmune 2 (0.6)
Insuficiencia arterial 2 (0.6)
Vasos del tronco supra aértico 2 (0.6)
Trombosis axilar 2 (0.6)
Trombosis oftdlmica 2 (0.6)
Tromboembolia pulmonar y trombosis mesentérica 1 (0.3)
Posterior a Histerectomia 1 (0.3)
Enfermedad vascular cerebral y enfermedad vascular 1 (0.3)
cerebral

Hemorroides trombosadas 1 (0.3)
Trombosis venosa profunda +TEP+ Enfermedad autoinmune | 1 (0.3)
Colitis pseudomembranosa 1 (0.3)
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El tipo de Mutacidn de los polimorfismos C677T y A1298C del gen de MTHFR de acuerdo al tipo de

trombosis se presenta en la siguiente tabla.

De un total de 262 determinaciones de la prueba de anticardiolipina realizadas se encontraron las

siguientes frecuencias de acuerdo al tipo de trombosis

Tipo de Trombosis Total | Anticardiolipina | Anticardiolipina
negativa positiva
Sin trombosis 95 92( 35) 3(1.1)
Trombosis venosa profunda 65 61 (23.2) 3(1.1)
Enfermedad vascular cerebral 29 29 (11) 0
Trombosis venosa profunda y Tromboembolia pulmonar | 20 18 (6.8) 2(0.7)
Tromboembolia pulmonar 17 16 (6.1) 1(0.3)
IAM 6 5(1.9) 1(0.3)
Trombosis de vena “Porta 3 2(0.7) 1(0.3)
Trombosis del seno longitudinal 4 4 (1.5) 0
Trombosis venosa profunda y Enfermedad vascular C 2 1(0.3) 1(0.3)
Enfermedad multi-infarto 1 1(0.3) 0
Trombosis mesentérica 2 2(0.7) 0
Enfermedad autoinmune 2 2(0.7) 0
Insuficiencia arterial 1 1(0.3) 0
Vasos del tronco supra aértico 2 2(0.7) 0
Trombosis axilar 1 1(0.3) 0
Trombosis oftdlmica 2 2(0.7) 0
Tromboembolia pulmonar y trombosis mesentérica 1 1(0.3) 0
Posterior a Histerectomia 1 1(0.3) 0
Enfermedad vascular cerebral y HAP 1 1(0.3) 0
Hemorroides trombosadas 1 0 1(0.3)
Trombosis venosa profunda +TEP+ Enfermedad 1 1(0.3) 0
autoinmune
Colitis pseudomembranosa 1 1(0.3) 0
Total 262 244 (95.1%) 13 (4.9)
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De un total de 262 determinaciones del Factor Leyden realizadas se encontraron las siguientes

frecuencias de acuerdo al tipo de trombosis.

Tipo de Trombosis Total | Factor Leyden Factor Leyden
negativo positivo
Sin trombosis 95 88 (31) 7(2.4)
Trombosis venosa profunda 66 53(19) 13 (4.6)
Enfermedad vascular cerebral 32 30(10.5) 2(0.7)
Trombosis venosa profunda y Tromboembolia pulmonar | 28 24 (8.4) 4 (1.4)
Tromboembolia pulmonar 19 16 (5.6) 3(2)
IAM 7 7 (2.4) 0
Trombosis de vena “Porta 6 6(2.1) 0
Trombosis del seno longitudinal 5 5(1.7) 0
Trombosis venosa profunda y Enfermedad vascular C 3 3(2) 0
Enfermedad multi-infarto 1 0 1(0.35)
Trombosis mesentérica 2 0 2 (0.7
Enfermedad autoinmune 1 1(0.35) 0
Insuficiencia arterial 0 0 0
Vasos del tronco supra aértico 2 2(0.7) 0
Trombosis axilar 2 2(0.7) 0
Trombosis oftdlmica 2 2(0.7) 0
Tromboembolia pulmonar y trombosis mesentérica 1 0 1(0.35)
Posterior a Histerectomia 1 1(0.35) 0
Enfermedad vascular cerebral y HAP 1 1(0.35) 0
Hemorroides trombosadas 1 1(0.35) 0
Trombosis venosa profunda +TEP+ Enfermedad 1 1(0.35) 0
autoinmune
Colitis pseudomembranosa 1 1(0.35) 0
Total 284 244 (86%) 33 (12%)
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Niveles de Plaquetas y frecuencia de mutacion de los genes MTHFR A1298C y
C677T en sujetos con y sin trombosis
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Un total de 57 sujetos tuvieron TEP (17%). La edad de estos sujetos fue de 54 + 19 vs los que no
tuvieron TEP 51 + 19.

Cuando se analizé la positividad global de positividad de cualquier gen se encontré que de 197 que
tuvieron trombosis 174 (88%) fueron positivos a cualquier tipo de mutacién y al compararlos

estadisticamente fue estadisticamente significativo p= 0.003

En sujetos portadores del polimorfismo C677T de una sola copia muestran una tendencia 6 veces
mayor que los que no la tienen p = (0.06)

Sin A1298C Ce77T A1298C Ce77T A1298C+ Total

mutacion 2c 2c 1c 1c Ce77T
Sin trombosis 5 (1.4) 11(3.2) 33(9.8) 20(5.9) 49(14.67) 15(4.49) 133
TEP todas 4 (1.19) 0 6(1.79) 13(3.89) 24(7.18) 10 (2.99)
TVP 7(2) 1(0.29) 11(3.2) 18(5.3)* 20 (5.98) 14 (4.19) 71
EVC 10 (2.9) 4 (1.1) 3 (0.89) 6(1.79)  9(2.69) 3(0.89) 35
TVP+TEP 1(0.29) 0 2(0.59)  4(1.1) 16 (4.79) 5 (1.4) 28
TEP 2 (0.59) 0 4 (1.1) 7(2) 3(0.89) 5 (1.4) 21
C Isquémica 0 2(059) 3(0.89) 2(0.59) 1(0.29) 1(029) 9
TV portal 1 (0.29) 0 1(0.29) 2(0.59)  2(0.59) 0 6
Trombosis seno L 1(0.29) 0 2 (0.59) 1(0.29) 0 0 5
TVP+EVC 2 (0.59) 0 0 1(029) O 1(0.29) 4
Mesentérica 0 0 0 2 (0.59) 0 1(0.29) 3
Enfermedad Multifario 0 1 0 1(0.29) 1(0.29) 0 3
Insuficiencia arterial 0 0 0 1(0.29) 0 1(0.29) 2
Vasos supra adrticos 1 0 0 0 0 1(0.29) 2
Trombosis axilar 0 0 0 0 1(0.29) 1(0.29) 2
TEP+T mesentérica 0 0 0 0 1(0.29) 0 1
TVP+TEP+AI 0 0 0 0 1(0.29) 0 1
PO Histerectomia 0 0 0 1(0.29) 0 0 1
Hemorroides 0 0 0 0 1(0.29) 0 1

Total 33(9.9) 19(5.7) 60(18)  66(19.8) 106 (31.7) 50(15) 334
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e A1298C 2c vs A1298C 1c p=0.02
e A1298C 2c vs A1298C+ C677C p=0.05

Medianas y valor minimo y maximo de los diferentes parametros de laboratorio de acuerdo al tipo

de mutacién de los polimorfismos A1298C y C677T del gen de MTHFR.

Total Sin A1298C C677T A1298C C677T A1298C+ p
334 Mutacion 2c 2c 1c 1c Ce77T
n=31 n=19 n=56 n=55 n=99 p=45

Homocisteina 9 (3-17) 16 (6-30) 14 (5-144) 10 (3-198) 10 (2-117) 10 (4-106 0.001*
Colesterol 190 (78-582) 197 (106-398) 180 (86-311) 186 (57-361) 182 (68-360) 188 (98-274 NS
Total
Triglicéridos 119 (27-4320) 120 (59-480) 123 (30-409) 121 (43-414) 133 (52-1224) 146 (50-1707)

NS
HDL-C 40 (17-97) 45 (23-86) 39 (21-80) 48 (7-187) 47 (9-150) 40 (13-141)

NS
Dimero 1045 (46-12000) 1238 (36-7076) 1719 (102-10000) 1780 (80-9905) 1830 (150-10000 1756 (87-10000)

NS
Antitrombina lll 89 (24-127) 80 (41-124) 82 (27-126) 82 (20-124) 81 (0-135) 81 (3-124) NS
Proteina C 84 (12-192) 99 (9-150) 95 (53-150) 80 (34-130) 85 (25-150) 88 (20-147) NS
Proteina S 81 (26-121) 80 (55-130) 87 (13-140) 78 (10-130) 87 (18-140) 86 (10-130)

NS
Factor VIII 120 (10-240) 110 (10-152) 116 (77-211) 135 (60-206) 120 (10-170) 127 (56-160) NS

. Kruskall Wallis.
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La tromboembolia pulmonar independientemente mente a si se presentd sola o acompafiada de
otro padecimiento se encontrd en un total de 57 (17%) y la relacidn en general con tipo de

mutaciones se muestra en la siguiente tabla.

Tipo de Mutacién Totales Tromboembolia pulmonar P
n (%) NO SI
n (%) n (%)
Sin mutacién 33 (9.9) 29 (10.5) 4 (7) NS
A1298C dos copias 19 (5.7) 19 (6.9) 0(0) 0.02
C677T dos copias 60 (18) 54 (19.5) 6 (10.5) 0.10
A1298C una copia 66 (19.8) 53(19.1) 13 (22.8) NS
C677T una copia 106 (31.7) 82 (29.6) 24 (42.1) 0.09
A1298C+ C677T 50 (15) 40 (14.4) 10 (17.5) NS

Totales 334 277 57
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De los sujetos que presentaron IAM fueron un total de 9 (3%) de los cuales la distribucién de las
mutaciones encontradas fue la siguiente. Al parecer hay evidencia de riesgo de las mutaciones en
enfermedad coronaria.

Tipo de Mutacion Totales IAM p
n (%) NO Sl
n (%) n (%)
Sin mutacién 33(9.9) 23(10.2) 0 (0) 0.019
A1298C dos copias 19 (5.7) 17 (6.1) 2(22) 0.03
C677T dos copias 60 (18) 57 (20.5) 3 (37.5) NS
A1298C una copia 66 (19.8) 64 (23) 2 (25) NS
C677T una copia 105 (31.7) 105 (32.3) 1(12.5) NS
A1298C+ C677T 50 (15) 49 (15.1) 1(12.5) NS

Totales 334 305 8
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Se encontré que la homocisteina tiene una correlacion positiva con la edad, esta correlacion fue

baja del 0.10 pero con significancia estadistica. P =0.004

HOMOCISTEINA

Correlacion entre homocisteina y edad en general
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Cuando esta correlacion de homocisteina y la edad se analizo en sujetos con y sin trombosis se
pudo ver que la asociacion esta en relacién a los sujetos que tuvieron este evento

HOMOCISTEINA

Correlacion de Niveles de Homocisteina y la edad en sujetos que no tuvieron trombosis
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HOMOCISTEINA

Niveles de Homocisteina en sujetos que tuvieron trombosis
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El promedio de Homocisteina de todos los sujetos estudiados en general y en relacién al tipo de
mutacién se muestra en el siguiente grafico, en donde se puede observar que la media de
Homocisteina es mas elevada cuando los pacientes muestran alguna mutacion.

Sin embargo los niveles mas elevados se observaron en la mutaciéon C677T dos copias y en A1298C
dos copias. Sin embargo mediante el andlisis estadistico no mostré diferencias estadisticas
significativas y solo puede considerarse como una tendencia P=0.20

Promedio de Homocisteina de acuerdo al tipo de Mutacion que presentaron
los sujetos estudiados en general
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Cuando se analizan los graficos por separados podemos ver que en sujetos que presentaron
trombosis los niveles de homocisteina se encontraron mas elevados en las mutacionesA1298C
dos copias, C677T dos copias y cuando hubo la combinacién de una copia de A1298Cy C677T-

Grafico que muestra los promedios de Homocisteina que presentaron los sujetos que no tuvieron
trombosis pero en los cuales fueron encontrados mutacion para los diferentes polimorfismos
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Grafico que muestra el comportamiento de la media de homocisteina en sujetos que tuvieron
trombosis y en relacion al tipo de nutacion
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DISCUSION

Es diversa la informacién sobre la presencia de polimorfismos de la enzima
metilentetradihidrofolato reductasa (MTHFR) y su relacion con
hiperhomocisteinemia y el riesgo cardiovascular. En sujetos con un incremento en
los niveles de homocisteina se ha encontrado la presencia de los polimorfismos

C677T y A1298C independientemente a si tuvieron o no trombosis.*® Nosotros

encontramos concordancia con ese hallazgo ya que los pacientes tuvieron una
tendencia al incremento de homocisteina en presencia de polimorfismos C677T y
A1298C en esa misma condicion.

Hay evidencia de que la presencia de polimorfismos de la MTHFR se han visto

relacionados a trombosis en diversos sitios®’383°

sin embargo en relacion a la
presencia de trombosis pulmonar y en IAM ha sido poco investigado.

En México se ha reportado alta frecuencia del polimorfismo 677T, desde 44%
hasta 58%, sin haber sido determinado en ese estudio que implicacién tiene en el
riesgo cardiovascular.®*® En este estudio encontramos que 197 sujetos que
presentaron trombosis, 174 (88%) eran positivos para cualquier tipo de
polimorfismo ya sea C677T o A1298C vy al compararlos con los que no tuvieron
trombosis hubo diferencia estadisticamente significativa. En sujetos con presencia
del polimorfismo C677T de una sola copia observamos una tendencia 6 veces
mas a presentar TEP lo cual es similar a lo encontrado en otros estudios. “>** Un
hallazgo relevante en esta serie es que en presencia del polimorfismo C677T con

una copia hay una tendencia a asociarse con TEP y que el polimorfismo A1298C

es mas frecuente en sujetos que no lo presentaron, lo cual ameritaria estudios
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prospectivos con mayor numero para evaluar el significado de este hallazgo. Sin
embargo se conoce en relacion a TEP y la extension de la misma que el
polimorfismo C677T puede estar relacionados a casos graves de TEP, aunque
esto solamente ha sido sustentado en estudios anecdéticos con reportes de

casos*?®,

En cuanto a la prevalencia de TEP y de IAM en presencia de los polimorfismos
C677T y A1298C no ha sido especificamente estudiado, aunque se ha reportado
gue la prevalencia de estos polimorfismos podria estar muy relacionada con la
etnia y con otras condiciones especificas como cardiopatias congénitas.

Hay estudios que han indicado que hay diferencias en cuanto a las frecuencias de
los polimorfismos de C677T and A1298C entre grupos étnicos, sospechando que
algunas enfermedades podrian estar relacionadas con alteraciones del
metabolismo de los folatos.**

Como se sabe el gen MTHFR localizado en el locus 1p36.3 presenta 11 exones.
Frosst identificd que la sustitucion de la citosina (C) por timina (T) en el nucleétido
677, genera un cambio de alanina por valina en el dominio catalitico de la enzima
y que el estado homocigoto T/T causa la disminucién de hasta el 70% de la
actividad, lo que determina un aumento de Homocisteina cuando la ingesta de
acido folico es insuficiente.*> %°

Diversos estudios en algunos paises han encontrado que existe un componente

étnico de susceptibilidad en la prevalencia del polimorfismo 677CT; por ejemplo

en poblacion italiana, la frecuencia del alelo T es de un 44-46%; en poblacién
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hispana de Estados Unidos, del 42%;en poblacion francesa, del 36% y en
poblacién japonesa, del 34%. 474849

En poblacion mexicana, el polimorfismo 677CT es aun mas frecuente; en
mestizos, un 44-58% y en poblacion indigena tarahumara, el 36%. Las frecuencias
genotipicas para el estado homocigoto T/T publicadas para poblacion mexicana
mestiza varfian del 19 al 34,8%. %> >

El polimorfismo 677CT del gen MTHFR se ha encontrado en mayor proporcién en
pacientes y madres de pacientes con Cardiopatias congénitas que en poblacién
sana, lo que indica que la presencia del polimorfismo es un factor de riesgo de
esta enfermedad. Ademas, la presencia del genotipo T/T en pacientes con
Cardiopatia congénita se Asocia al aumento de la Homocisteina en liquido
amniético durante el embarazo. >***

En esta serie la cual fue evaluada a partir de la presencia de trombosis
encontramos una (gran diversidad de trombosis en condiciones no
cardiovasculares y la prevalencia de pacientes con TEP asociados a la presencia
de los polimorfismos C677T y A1298 C en una poblacion de un hospital de tercer
nivel privado es de 17%, y de 1AM del 2%. Por lo que la opinidn sugerida por otros
autores de que una alteracion en el metabolismo de los folatos, deberia ser
planteada en una poblacion con prevalencia alta de estos polimorfismos.

En cuanto al estudio especifico de la presencia de estos polimorfismos con
alteraciones cardiovasculares, nosotros encontramos que el 100% de los

pacientes con SICA con elevacion del ST fueron positivos para una mutacion del

gen de MTHFR. En 5 de los 6 pacientes hubo involucro de la pared inferior y
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solamente un paciente tuvo involucro de la pared anterior. A pesar de los diversos
resultados publicados en cuanto la asociacién polimorfismos en MTHFR vy el
riesgo cardiovascular, algunos con relacién positiva y otros sin relacion, dos meta
analisis sugieren la relacién positiva entre la presencia del polimorfismo C677T y

%3¢ Mas alla del estudio de una

el incremento en el riesgo cardiovascular
relacion entre polimorfismos de MTHFR y el riesgo cardiovascular, se ha
buscado si hay asociacién entre la severidad del cuadro clinico y presencia de
estos polimorfismos. En 2011 un estudio realizado en México de casos y
controles, cuyo objetivo era determinar la importancia que pudiera tener la
presencia del polimorfismo C677T de MTHFR, en sujetos con SICA y elevacién

del ST y no se informé asociacién >"°®

, ese hallazgo es similar con nuestros
resultados, en donde el C677T no mostro asociacion en sujetos con SICA y
elevacion del ST, pero si tuvo significancia estadistica la asociacién de este grupo
de pacientes con el polimorfismo A1298C de dos copias ( homocigotos).

Limitaciones. No tuvimos factores confusores con edad y género, sin embargo
nosotros creemos que se requiere del analisis prospectivo para evaluar confusores
como factores de riesgo de comorbilidad asociada mediante un estudio
multivariado y de contraste con otros hallazgos especificos del IAM. No
encontramos relacion a la presencia de otros factores protrombaéticos tales como
anticardiolipina, factor Leyden, factor Il que pudieran condicionar un desenlace de
trombosis y su relacion con polimorfismos en la enzima MTHFR, pero cabe

mencionar que hubo un buen nimero de estos sujetos en la cual no se solicitaron

especificamente, por lo que este dado no es evaluado realmente en todos.Debido
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a la falta de datos en el expediente electronico, no se logr6 documentar la
severidad del cuadro de TEP ni la extension del trombo en la vasculatura
pulmonar, para determinar su relacion con los polimorfismos.

Por otro lado el poder relacionar un estado nutricional no es factible en este tipo de
estudios pero si genera la posibilidad de que este factor especifico de la dieta, sea

investigado mediante ensayos clinicos controlados.

CONCLUSION

La presencia de polimorfismos en el gen de la enzima MTHFR se relaciona con
eventos tromboticos en sitios anatdmicos como arterias coronarias, arterias
cerebrales, vena porta, seno longitudinal, vena axilar y mesentérica.

Hay tendencia del incremento de homocisteina sérica en la presencia los
polimorfismos C677T y A1298C. No hubo asociacion entre factores protromboticos
y la presencia de los polimorfismos de MTHFR.

La prevalencia de TEP fue del 17% lo cual se asocia con el polimorfismo C677T
de una copia. La prevalencia de IAM fue del 2% y se encontr6 asociacién con la
presencia del polimorfismo A1298C.

Los resultados de este estudio nos llevan a considerar que es necesario realizar
un estudio prospectivo multicentrico en el cual se pueda evaluar si los hallazgos
son reproducibles y si hay asociacion especifica con estos eventos

cardiovasculares.
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