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RESUMEN

FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO DE LA ENZIMA METILTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR)
EN PACIENTES PEDIATRICOS CON HIPERHOCISTEINEMIA Y TROMBOSIS EN EL HOSPITAL DE
PEDIATRIA DE CMN SXXI

La enfermedad vascular es causa importante de morbilidad y mortalidad, existen diversos factores de
riesgo para el desarrollo de trombosis en esta patologia. Las causas pueden ser asociadas a colocacién
de catéteres, infecciones alteraciones renales y hepaticas. Otros mecanismos que predisponen a la
trombosis son aumento en los niveles plasmaticos del Factor de Necrosis Tumoral, la oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad, aumento de la coagulacién en dafio tisular, la activacion de
metaloproteinasas, la resistencia a la proteina C activada (RPCa), la mutacién en el gen del Factor V
Leiden y la hiperhomocisteinemia.

La homocisteina (Hct) es un aminodcido sulfurado derivado del metabolismo de la metionina. Los
niveles séricos elevados de Hct producen dafio endotelial y promueven la peroxidacién de
lipoproteinas de baja densidad, proliferacién del musculo liso vascular y alteraciones de la coagulacién,
lo que causa aterogénesis y trombogénesis. En la via de remetilacién la Hct puede formar nuevamente
metionina de dos maneras distintas. La mas importante, requiere de la actividad de las enzimas
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y metionina sintetasa (MS), dependientes del acido félico,
vitamina B6 y B12. Una deficiencia en la actividad enzimdtica o en sus cofactores podria causar el
acumulo de este aminodacido en el organismo lo que se traduciria en la elevacién de la Hct en plasma. Se
ha informado en diversos estudios que el polimorfismo 677C—T en el gen MTHFR se asocia con
actividad reducida de la enzima MTHFR.

Objetivo: Estimar la frecuencia del polimorfismo 677C—T del gen MTHFR en un grupo de pacientes
pediatricos con trombosis e hiperhomocisteinemia.

Material y método: Se incluyeron a todos los pacientes entre 1 mes y 17 afios de edad, con antecedentes
de hiperhomocisteinemia y trombosis, de la clinica de trombosis, en quienes se descarté deficiencia de
proteina S, C, antitrombina III, factor XII o resistencia a la proteina C. Previa autorizacién se tom6 una
muestra de 4cc de sangre, la cual se colocd en un tubo con EDTA. La presencia o ausencia del
polimorfismo 677C—T del gen MTHFR se realiz6 por medio de reaccioén en cadena de la polimerasa
(PCR), y enzimas de restriccion. Para el andlisis se utiliz6 estadistica descriptiva, con medidas de
tendencia central.

Resultados. Se estudiaron 11 pacientes pediatricos con antecedentes de haber presentado fenémenos
tromboticos sin causa identificada que presentaban hiperhomocisteinemia y que fueron atendidos en
la clinica de trombosis de la UMAE Hospital de Pediatria. El promedio de edad fue de 9 afios (5-16), de
los cuales el 36 % (n=4) correspondieron al sexo femenino y 64% (n=7) al sexo masculino.

Se observé una frecuencia del polimorfismo 677C—T del 82% en la poblacién estudiada, los cuales el
46% de Homocigotos mutados y 36% a Heterocigotos mutados.



Antecedentes

Las enfermedades vasculares son causas importantes de morbilidad y mortalidad en
paises occidentales, especialmente por ateroesclerosis. Existen diversos factores de
riesgo para el desarrollo de trombosis en esta patologia, entre ellas Ia
hipercolesterolemia y la hiperhomocisteinemia. El tromboembolismo venoso se
reporta con una incidencia de 1-2 por cada 100,000 casos por afio en la poblacion
general y la tasa de incidencia del tromboembolismo cerebral isquémico y
hemorragico de 2.7 casos por cada 100,000 por aio. (1-3)

Las causas de trombosis adquiridas son las mas frecuentes, como las asociadas a
catéteres, infecciones, enfermedades renales o hepaticas, medicamentos vy
procedimientos invasivos (por ejemplo, cateterismo cardiaco en pacientes con
cardiopatias congénitas), cancer, quimioterapia, cirugia, alimentaciéon parenteral,
obesidad, tabaquismo, etc. 34

Otros mecanismos que predisponen a la trombosis son: aumento en los niveles
plasmaticos del Factor de Necrosis Tumoral, la oxidacién de lipoproteinas de baja
densidad, aumento de la coagulaciéon en dafio tisular, la activacién de
metaloproteinasas, la resistencia a la proteina C activada (RPCa), la mutacién en el gen
del Factor V Leiden y la hiperhomocisteinemia. (5.6)

La hiperhomocisteinemia producen dafo endotelial y promueven la perioxidaciéon de
lipoproteinas de baja densidad, la coagulacion y la proliferacién del musculo liso
vascular lo que causa aterogénesis y trombogénesis. La homocisteina (Hct) es un
aminodacido sulfurado derivado del metabolismo de la metionina procedente de las
proteinas de la dieta de origen vegetal y animal como: ajonjoli, nueces de Brasil,
espinacas, nabo, brocoli, huevo y proteinas de origen animal, la cual es generada en

casi todos los tejidos. (7



Aproximadamente 80% de la Hct en sangre se encuentra unida a proteinas, mientras
que el 20% restante se encuentra en tres formas: la forma oxidada o dimero de Hct, la
homocisteina disulfurada mixta y la homocisteina libre. Estas formas son llamadas
colectivamente homocisteina total (tHct). (8)
El metabolismo de la Hct (Figura 1) depende de las concentraciones de metionina, de
las enzimas involucradas en cada via metabdlica, de sus co-factores (vitaminas B6 y
B12) y el folato (para la produccién de tetrahidrofolato). Una deficiencia en la
actividad enzimatica o en sus cofactores podria causar un aumento de su
concentracion en sangre. ()
Por el ciclo de los metilos activados la metionina se transforma en S-adenosil-
metionina. Este ultimo compuesto dona su grupo metilo lo que genera S-adenosil-
homocisteina, misma que al hidrolizarse forma Hct. A partir de este punto, la Hct es
capaz de seguir diversos caminos dependiendo del estado metabdlico del organismo
(10).

1. Enlavia de transulfuracion, la Hct puede formar cistationina al interactuar con

la cistationina sintetasa (CBS), enzima dependiente de vitamina B6, lo que

genera cisteina para la sintesis proteica.

2. En la via de remetilacién la Hct puede formar nuevamente metionina de dos

maneras distintas:

-La primera y mas importante, requiere de la actividad de las enzimas
metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y metionina sintetasa (MS),

dependientes de vitamina B6 y B12 respectivamente.

- La segunda, al interactuar con la enzima betaina-homocisteina
metiltransferasa (BHMT), dependiente de vitamina B12, donde la Hct recibe un

grupo metilo de la betaina para formar metionina.

3. En caso de haber exceso de Hct, ésta forma dimeros de Hct-Hct o de Hct-

cisteina(l1):



La deficiencia de la actividad enzimdatica de la MTHFR puede variar debido a
polimorfismos en el gen de la enzima MTHFR localizado en la regién p36.3 del
cromosoma 1. Este gen esta compuesto de 11 exones de entre 102 a 432 pares de

bases y 10 intrones. (12)
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FIG. 1 METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA. El paréntesis indica el cofactor de la enzima involucrada. B6 = Vitamina B6, B12 = Vitamina B12, BHMT = Betaina-
homocisteina metiltransferasa, CBS = Cistationina sintetasa, MS =Metionina sintentasa, MTHFR = Metiltetrahidrofolato reductasa, SAHcy = S-adenosil-homocisteina, SAM =

S-adenosilmetionina. (11).

Frosst et al. realizaron un estudio en adultos donde encontraron una asociacioén entre
el polimorfismo 677C—T en el gen MTHFR, asociado con actividad reducida de la
enzima. Asimismo refieren que la principal causa de hiperhomocisteinemia
(>15umol/L) encontrada, es debida al polimorfismo, que consiste en un cambio de
citosina (C) por timina (T) en el DNA y por consiguiente, un cambio de alanina por
valina a nivel proteico. (13)

Este polimorfismo produce una disminuciéon en la actividad de la enzima y cuando a
esto se agrega un déficit de folato el aumento de los valores de homocisteina sérica es

mayor, con lo que aumenta la incidencia de episodios trombdticos. (1415



Brattstron et al. estudiaron 142 sobrevivientes de enfermedad vascular cerebral
(EVC) y 66 controles, encontrando hiperhomocisteinemia en 57 de los 142 pacientes
con antecedentes de trombosis (40%) y 4 en los controles (6%) . (16)

Guttormsen et al. Estudiaron 18043 adultos en la poblacion general de Noruega,
encontrando 0.4% con hiperhomocisteinema igual o superior a 40 micromoles/l, de
los que el 73 % de eran homocigotos para 677C—T MTHFR.(7)

Briones relacion6 el polimorfismo 677C—T con preeclampsia en el embarazo e
hiperhomocisteinemia, reportando que el 18.75% presentaba el polimorfismo
677C—T comparado los controles sin hiperhocisteinemia.(18)

Cantua estudié 45 adultos con trombosis venosa profunda y 90 controles, determiné
los niveles en plasma de homocisteina, de folato, y vitamina B12, asi como el genotipo
del gen para la MTHFR (Metiltetrahidrofolato reductasa), encontrando una mayor
frecuencia del polimorfismo para la MTHFR, en pacientes con trombosis venosa
profunda (22% contra 10%). (19

Arroyo et al. relacionaron niveles de homocisteina y el cambio 667C—T de la MTHFR,
en neonatos eutroficos sanos, encontrando una alta prevalencia del polimorfismo,
pero sin relacion con niveles de homocisteina.(20)

Por otra parte, diversos estudios avalan la importancia de identificar los pacientes con
riesgo para presentar hiperhomocisteinémia, ya que con medidas terapéuticas se
logra disminuir los niveles de homocisteina y con ello el riesgocardiovascular. Stein
propone para prevenir la enfermedad vascular primaria administrar suplementos de
folato ante niveles séricos >14pumol/L. (1)

Huub et al. realizaron un analisis de 12 estudios de investigacion, en el cual se
concluyé que la ingesta diaria de multivitaminas con acido félico 0.5-5mg,
cianocobalomina 0.5mg disminuyen los niveles de homocisteina en una tercera parte.
(22)

Vilaseca et al. realizaron un estudio para determinar niveles de de homocisteina en

195 niflos sanos de entre 2 meses y 18 afios, encontrandé una media de 6.3mmol/L

(23)



Parra et al. realizaron un estudio en 9 nifios mexicanos de entre 1 mes y 13 afios con
antecedentes de trombosis encontrando en todos los casos la coexistencia de los
polimorfismos 677C—Ty 1298 A— C de la MTHFR. ®*

Juarez y col. realizaron un trabajo de tesis, en la cual estudiaron un grupo de pacientes
entre de entre 1 mes y 17 afos de edad, con antecedente de trombosis, en quienes se
les habia descartado deficiencia de proteina S, C, antitrombina III, Factor XII y RPCa,
52.6% presentaron hiperhomocisteinemia sin deficiencia de acido fé6lico, vitamina B6
o B12, se desconoce si éstos pacientes tienen el polimorfismo para Ila
metilentetrahidrofolato reductasa, lo que permitiria tomar medidas para disminuir el
riesgo cardiovascular de los pacientes segin lo propone la “American Heart
Association”.(25,26)

En poblacién mexicana, el polimorfismo de la metiltetrahidratofolatoreductasa
677C—T es aun mas frecuente; en mestizos, un 44-58% y en poblacién indigena
tarahumara, el 36% (27.2829.30), Las frecuencias genotipicas para el estado homocigoto
T/T publicadas para poblacién mexicana mestiza varian del 19 al 34,8% (2829.30).
Sanchez-Urbina realiz6 un estudio de polimorfimso 677C->T de Ila
metiltetrahidratofolato reductasa y cardiopatias aisladas en poblacién mexicana

encontrando una frecuencia genotipica del 22% para T/T y el 56% para el alelo T. (1)



Planteamiento del problema

Se realizé un estudio, en CMN SXXI Hospital de Pediatria del IMSS, en un grupo de
nifios con antecedente de trombosis, a los cuales se descartd: deficiencia de proteina S,
C, antitrombina III, factor XII, deficiencia de acido félico y B6, asi como de resistencia
a la proteina C, sin embargo se encontraron niveles elevados de homocisteina hasta
7.4 veces mayor, comparada con poblacion sana de la misma edad (25,

Se ha visto que el polimorfismo 677C—T, produce termolabilidad y disminucién de la
enzima metiltetrahidrofolato reductasa, lo que disminuye la velocidad de conversion
de homocisteina hacia metionina, elevandose los niveles de homocisteina, por lo que
nos preguntamos:

(Cudl es la frecuencia del polimorfismo 677C—T de la MTHFR en el grupo de

pacientes pediatricos con antecedente de trombosis e hiperhomocisteinemia?



Justificacion

Se ha considerado que la hiperhomocisteinemia puede ser una posible causa de
trombosis, dentro de las causas identificadas de elevacién de la homocisteina es el
polimorfismo 677C—T.

En un estudio realizado en el UMAE Hospital de Pediatria en un grupo de nifios con
antecedente personales de trombosis sin causa aparente, se encontré que un 52.6%
cursaban con hiperhomocisteinemia, sin embargo se desconoce el nimero de nifios
cuya hiperhomocisteinemia pueda estar relacionada con el polimorfismo 677C—T,
para la enzima MTHFR, lo que daria la pauta para determinar un posible origen de la

elevacién de este aminoacido.
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Objetivos

Objetivo general

1. Estimar la frecuencia del polimorfismo 677C—T del gen MTHFR en un grupo de
pacientes pediatricos con antecedente de trombosis e hiperhomocisteinemia.

Objetivos especificos

1. Determinar la frecuencia de pacientes pediatricos heterocigotos para el
polimorfismo 677C—T de la enzima MTHFR con antecedente de trombosis e
hiperhomocisteinemia.

2. Determinar la frecuencia de pacientes pediatricos homocigotos para el
polimorfismo 677C—T de la enzima MTHFR con antecedente de trombosis e
hiperhomocisteinemia.

Hipotesis
La frecuencia del polimorfismo 677C—T de la MTHFR en pacientes pediatricos con
antecedente de trombosis e hiperhomocisteinemia sera mayor de 20%.

11



Material y métodos
Lugar donde se desarroll6 el estudio:

- UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

- Departamento de Genética, Hospital Infantil de México Federico
Gomez.

Disefio del estudio: observacional, descriptivo y transversal.

Universo del estudio:

Pacientes con trombosis que acuden a la clinica de trombosis de la Unidad Medica Alta
Especialidad Hospital de Pediatria del CMN SXXI IMSS, con hiperhomocisteinemia
(niveles de homocisteina >7.6 mmol/L)

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion:
1. Pacientes de 1 mes a 17 anos de edad.

2. Pacientes con antecedente personal de trombosis a quienes se les haya
descartado causa subyacente (deficiencia de proteina S, C, antitrombina III,
factor XII y resistencia a la proteina C).

3. Pacientes con determinacién previa de homocisteina.

4. Pacientes cuyos padres acepten la participacién mediante la firma de la carta
de consentimiento informado.

Criterios de exclusién:
1. Pacientes con antecedente personal de trombosis a los que se haya encontrado
a deficiencia de proteina S, C, antitrombina III, factor XII o resistencia a la
proteina C.

Criterios de eliminacidn:
1.- Aquellos pacientes que no sea factible tomar la muestra, o bien, que la muestra
haya sido insuficiente.

Tamarfio de muestra: por conveniencia, con un total de 11 pacientes.

12



Descripcion general del estudio

Se estudiaron una serie de 11 pacientes, entre 5 y 16 afios de edad, con antecedente
personal de trombosis a quienes se les descart6 causa subyacente de trombosis como:
deficiencia de proteina S, C, antitrombina III, factor XII o resistencia a la proteina C,
con determinaciones previas de homocisteina.

A todos ellos se les aplicé una encuesta para obtener los siguientes datos: edad, sexo,
tipo de evento.

A todos los padres de los pacientes, se les solicit6 la participacion mediante la firma
del consentimiento informado; a los nifios mayores de 8 afios se les solicité su
participaciéon con la firma de una carta de asentimiento. Se les informé de las
complicaciones que se podian presentar (hematoma) por la toma de la muestra de 4cc
de sangre en tubo de EDTA.

Para prevenir que los valores de homocisteina se volvieran falsamente elevados, se
separo el plasma de los glébulos rojos inmediatamente después de que las muestras
se colectaran por medio de centrifugacién, se almacené en congelacién en criotubos a
hasta su analisis. Finalmente se realizé la comparacién entre los grupos mediante
andlisis estadistico de los resultados obtenidos. El valor para considerar
hiperhomocisteinemia es >7.6mmol/L.

En la Unidad de Investigacion en genética del Hospital Infantil de México se analiz6
por medio de la prueba de fragmento de restriccién, para el polimorfismo de la
enzima MTHFR, determinando si se trataba de un paciente homocigoto o heterocigoto
para la mutacién 677C—T y posterior genotipificacion de los polimorfismos
determindndose si se trataba de un paciente homocigoto o heterocigoto para la

mutacion 677C—T.

La amplificacion de la regiéon que contiene la mutacion se realizé por

PCR con 20 pmol de cada par de cebadores.

Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Mix de reaccién Vol

(ulj

Conc. Final

H,0 4.5
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Buffer 10X 1 1x
MgCl2(50 mM) 0.5 2.5mM
dNTPs(2.5mM) 0.8 0.2 Mm
Iniciadores: (10pmol/ul)
F 1 10 pmol/Rx'n
R 1 10 pmol/Rx'n
Taq pol.(5U/ul) 0.2 10
DNA 1 (*50ng)
Vol. Final 10
Programa en el termociclador:
1.- 959------ 5 min.
2.- 959%------ 50 seg.
3.- 652------ 50 seg.
4.- 729------ 50 seg.
5.- pasé 2,3y 4 -29 ciclos
6.- 72°%------ 7 min.
7. 49-ceeee- 5 min.
8.- fin----------ooom-
Condiciones de digestion con Hinf 1
- Enzima Hinf'1

10,000 U/ml

Vol. ul Conc. Final

H20 4.9
Buffer 2 (10X) 1.0 1X
Hinf1 (10U /ul) 0.1 (10)
Producto PCR 4
Volumen final 10 pl

Programa De Digestion

1.- 379------ 3.5 horas
2,49 10 minutos

14



Condiciones para realizar electroforesis.

El producto amplificado se someti6 a una digestion con la enzima Hinf I, la cual
genero un fragmento de 198pb si el producto no tenia el sitio de reconocimiento para
la Hinf I que corresponde al alelo normal 677C, y generé dos fragmentos de 175 y
23pb si la enzima reconocié el sitio de restriccion para este amplificado, lo cual
corresponde al alelo mutado 677T. Las bandas se visualizaron en geles de agarosa al
3%.

Todos los datos se concentraron en una base de datos del programa y se analizaron en

el programa SPSS versién 12.0.

Analisis estadistico:

Se utilizé estadistica descriptiva, con medidas de tendencia central.

15



Definicion de variables

SEXO Condicién organica | Género registrado | Cualitativa Femenino
que distingue a la | en la hoja de datos, | nominal Masculino
hembra del macho. corroborado por

fenotipo

POLIMORFISMO Cambio en la secuencia | Presencia o | Cualitativa Presente

677C— T de aminoacidos para ausencia de las | nominal Ausente

PARA EL GEN MTHFR. el gen MTHFR. variantes de los

genes que codifican
la enzima reductora
comprometidos en
el metabolismo de
la metionina.

HETEROCIGOTO Individuo diploide que | Presencia de la | Cualitativa Presente
para un gen dado tiene | mutacién MTHFR | nominal Ausente
en cada uno de dos | 677C—T en un
cromosomas alelo
homoélogos un alelo
distinto

HOMOCIGOTO Individuo diploide que | Presencia de la | Cualitativa Presente
para un gen dado tiene | mutacion ~MTHFR | nominal. Ausente
en cada uno de los | 677C—T en ambos
cromosomas alelos
homdlogos un alelo
semejante

HIPERHOMOCISTEINEMIA Elevacion de niveles | Niveles séricos de | Cualitativa mmoL/L
plasmaticos de | homocisteina de | nominal
homocisteina por | 7.6mmol/L

arriba de los normales
para su edad.

16




Factibilidad

Con el apoyo de la Unidad de investigacion en genética del Hospital Infantil de México
“Federico Gomez”, y de la Unidad de investigacién en genética de la UMAE Hospital de
Especialidades del CMO IMSS, se realizé la determinacién del polimorfismo de la

enzima MTHFR.

Recursos Fisicos: se contd con el equipo y reactivos necesarios para la prueba, que

fueron donados por los hospitales de apoyo.

Recursos Humanos:

1. Médico No familiar: Pediatra.
2. Residente de Pediatria del 42. afio de la Especialidad de Pediatria Médica(1)
3. Médico Genetista Investigador basico(2)

4. Quimico farmaco bidlogo (1)

Aspectos éticos

De acuerdo con el Reglamento de Investigacion de la Ley General de Salud este estudio
se clasific6 como de riesgo minimo ya que solamente se llevd a cabo la toma de una
muestra de sangre de 4 ml, y se les explic6 que el riesgo de la toma de la muestra
podria ser la formacién de un pequeiio hematoma en el sitio de la puncién. Se solicité
autorizacién a los padres para que los nifios participaran en el estudio mediante la
firma de una carta de consentimiento informado (Anexo II). A los nifios mayores de 8
afos se solicit6 su participacién con la firma de una carta de asentimiento (Anexo III).

El protocolo fue aprobado por la Comisiéon Nacional de Investigaciéon Cientifica con

numero 2008-785-070.
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Resultados

Se estudiaron 11 pacientes pediatricos con antecedentes de haber presentado
fenbmenos tromboticos sin causa identificada que presentaban
hiperhomocisteinemia y que fueron atendidos en la clinica de trombosis de la UMAE
Hospital de Pediatria. El promedio de edad fue de 9 afios (5-16), de los cuales el 36
% (n=4) correspondieron al sexo femenino y 64% (n=7) al sexo masculino.

Los sitios de trombosis fueron: trombosis venosa profunda 73% (n=8) y trombosis

vascular cerebral 27% (n=3).

Los resultados encontrados en la poblacién estudiada fue expresada en los siguientes
términos: heterocigoto mutado (se refiere a un individuo que poseé una copia de un
alelo con polimorfismo), y por lo tanto portadores del polimorfismo 677C—T;
homocigoto mutado (es quien posee ambos alelos con el intercambio de cisteina por
tiamina), homocigoto silvestre (ambos alelos poseen citosina que no confiere

termolabilidad para la enzima MTHFR). (tabla 1)

Del total de pacientes, el 82% (n=9) presentaron el polimorfismo 677C—T de la
MTHRF. El 36% (n=4) correspondieron a heterocigotos mutados (C/T )y el 46%
(n=5) a homocigotos mutados (T/T). El 18% (n=2) restante fueron homocigoto
silvestres (C/C) lo que significa que no fueron portadores del polimorfismo. (tabla 2)

El genotipo heterocigoto mutado se presento en un 50% en ambos sexos, para
homocigoto mutados fue del 80% (n=4) en el sexo masculino y 20% (n=1) en el
femenino. En los homocigoto silvestres se encontré en un 50% en el sexo femenino y

50% en el masculino.

Para los eventos de trombosis en el sistema nervioso central la mediana del nivel de
homocisteina fue de 15.18mmol/L, presentando el polimorfismo de la MTHFR en
todos los casos como homocigoto mutado. La mediana de homocisteina para

trombosis en el sistema venoso profundo fue de 9.64mmol/L presentando una
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frecuencia de homocigoto mutado de 34% , heterocigoto mutado 44% y homocigoto

silvestre de 22%.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la mediana homocisteina, para los
genotipos homocigoto mutado, heterocigoto mutado y homocigoto silvestre,
observando que los niveles mdas altos se encontraron en los homocigotos mutados

para el polimorfismo 677C—T de la MTHFR.

En cuanto al sexo se puede observar que los es ma frecuente que la presentacion del

polimorfismo de la MTHFR 677C—T es mas frecuente en el sexo masculino. (tabla 4)
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Discusion.

Los estudios realizados para establecer diferencia en la frecuencia de los
polimorfismos de la MTHFR entre individuos sanos e individuos con diferentes
enfermedades a arrojado diferentes resutados que se cree son el resultado de una
alteraciéon en el ciclo de los tetrahidrofolatos, resultados muy contradictorios
principalmente por el nivel de consumo de las diferentes vitaminas que interactian en
dicho ciclo. La frecuencia del polimorfismo del la MHTFR 677C—T, en este estudio es
mayor ( 82% ), en comparaciéon a poblaciéon mestiza y tarahumara mexicana sin
trombosis, que ha sido reportada en otros estudios (36-58%) (27.28,29,30), sin embargo
el nimero de casos no es suficiente para poder establecer una comparacion entre

ambos.

La hiperhomocisteinemia se ha asociado a un mayor riesgo de enfermedad
tromboembdlica cuanto mayor sea la concentracién de homocisteina. En este estudio
pacientes con enfermedad trombética portadores del genotipo 677C—T con niveles
normales de 4acido félico, presentan una mediana de homocisteina mayor a los
pacientes que presentan el estado silvestre de la MHTFR. Para poder aceptar que la
homocisteinemia no solo es un factor de riesgo sino un factor causal faltan todavia
ensayos clinicos que demuestren una disminucién en el riesgo de la ateroesclerosis al

reducir la homocisteina plasmatica.

En comparacion con el estudio de Parra et al, en nueve nifios mexicanos, en el que se
estudia la coexistencia de dos polimorfismos del la MTHFR, de los cuales 677C—T
esta presente en todos los casos, en este estudio si se presentaron dos casos (18%) en
el que esta presente el estado de homocigoto silvestre. Por lo que se debe
considerarque ademas de las alteraciones hereditarias, otras causas de aumento de la
concentracion de homocisteina. Las vitaminas B6, B12 ademas del acido félico son

necesarias como cofactores para el metabolismo de la homocisteina, bien para
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transformarla de nuevo en metionina o bien para transformarla en cisteina y

excretarla por orina.

La presencia del polimorfismo en hiperhomocistinemia fue del 82%, quienes
presentaron en comparacion con el 18% que no presento el polimorfismo, niveles de
homoscisteina mas altos y especialmente los que presentaban caracter homocigoto
mutado para la MTHFR. Se ha observado en diversos estudio que en los heterocigotos
mutados de la MTHFR existe un mayor riesgo de enfermedad oclusiva vascular. Estos
sujetos presentan concentraciones de homocisteina plasmatica discretamente

elevadas en relacion a los que son heterocigotos para la mutacion.

Consideramos que puede ser conveniente realizar la determinacién de los niveles de
homocisteina dentro del abordaje diagndéstico de los pacientes pediatricos con
trombosis, ya que aun y cuando no se pudiera realizar el estudio genético, se podria
intentar disminuir un posible riesgo asociado para enfermedad trombética. Cabe
mencionar que se ha observado como en el caso de este estudio que los pacientes
homocigotos para la presencia del polimorfismo 677C—T presentan los niveles mas

altos de homocisteina ya que les confiere termolabilidad a la enzima MTHFR.

Ya que la presencia del polimorfismo 677C—T en las pobaciénes mexicanas
estudiadas es hasta del 58% es necesario realizar estudios, con un mayor numero de
casos para confirmar la asociaciéon del polimorfismo 677C—T en nifios con trombosis,
tomado en cuenta los niveles de acido félico y sus cofactores como: B6 y B12, para
establecer una pauta en el manejo de la hiperhomocisteinemia. Estudios relacionados
se han iniciado en otras poblaciones como: Vitamin Intervention for Stroke
Prevention el cual valora el efecto de las vitaminas B sobre la recurrencia de apoplejia
en pacientes con enfermedad cerebrovascular establecida. Los trabajos Norwegian
Study of Homocysteine Lowering With B-vitamins in Myocardial Infarction (NORVIT)
y el Western Norwegian Study on the Effect from Homocysteine Reduction with B-
vitamins in Patients with Angiographically Verified Coronary Artery Disease
estudiaran el efecto de las vitaminas B sobre la sobrevivencia en pacientes con

enfermedad coronaria. En el Reino Unido estd en marcha el Study of the Effectiveness
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of Additional Reductions in Cholesterol and Homocysteine (SEARCH), mientras que en
Australia esta en curso el Prevention with a Combined Inhibitor and Folate in

Coronary Disease (PACIFIC). (32.33,34)
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Conclusiones:

1. Se observa una frecuencia del polimorfismo 677C—T mayor del 20%
siendo del 82% en la poblacién estudiada, de los cuales el 46% correspondi6
a Homocigotos mutados y 36% a Heterocigotos mutados.

2. Los pacientes portadores de el polimorfismo 677C—T en este estudio,
tanto heterocigoto mutados como homocigoto mutado presentan niveles de
homocisteina mayores a los que se encuentran en los heterocigoto
silvestres.

3. Serequiere estudios con mayor numero de pacientes que correlacionen
la presencia de las mutaciones para los alelos de la MTHFR en poblacién
mexicana con antecedentes de trombosis en los cuales no haya determinado
la causa

4. La determinacion de los niveles de homocisteina dentro del abordaje
diagnéstico de los pacientes pediatricos con trombosis sin causa
determinada, pudiera sugerir una causa de trombosis dentro del
metabolismo de la homocisteina, enzimatica o de sus cofactores.

5. Debido ala presencia de hasta el 58% de la mutacién de la MTHFR 667

C —-T reportada para poblaciones mexicanas, se requieren de estudios que
incluyan la intervencion de cofactores como acido félico , vit B 6 y 12, ya
que la termolabilidad enzimdatica que se confiere a la enzima con la
presencia de la mutacién aunada a la deficiencia de dichos cofactores

favorece un aumento de la aparicion de eventos trombéticos.
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TABLA 1. En la que se muestran alelos, genotipo , niveles de homocisteina y sitio de trombosis.

No. ALELOS GENOTIPO NIVELES DE SITIO DE
HOMOCISTEINA TROMBOSIS
1 TIT HOMOCIGOTO 11.48 mmol/L TVP
MUTADO
2 TIT HOMOCIGOTO 18.46 mmol/L TVP
MUTADO
3 TIT HOMOCIGOTO 13.61 mmol/L TVP
MUTADO
4 TIT HOMOCIGOTO 17.22 mmol/L VC
MUTADO
5 TIT HOMOCIGOTO 13.14 mmol/L VC
MUTADO
6 CIT HETEROCIGOTO 9.64 mmol/L TVP
MUTADO
7 CIT HETEROCIGOTO 10.91 mmol/L TVP
MUTADO
8 CIT HETEROCIGOTO 8.31 mmol/L TVP
MUTADO
9 CIT HETEROCIGOTO 9.32 mmol/L TVP
MUTADO
10 ciC HOMOCIGOTO 7.59 mmol/L TVP
SILVESTRE
11 ciC HOMOCIGOTO 9.29 mmol/L TVP
SILVESTRE

C=citosina, T=timina, TVP=trombosis venosa periférica, VC=vascular cerebral.
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TABLA 2. Cuadro en el que se muestra la presentacién de heterocigoto mutado, homocigoto mutado y

heterocigoto silvestre.

MTHFR 677 C--T No pacientes Porcentaje
Heterocigoto mutado 4 36%
Homocigoto mutado 5 46%
Heterocigoto silvestre 2 18%

TABLA 3. Se muestran los resultados de la mediana homocisteina, para los genotipos homocigoto

mutado, heterocigoto mutado y homocigoto silvestre.

Genotipo Niveles de homocisteina

Homocigoto mutado 13.61 mmol/L

(18.46mmol/L - 11.48mmol/L)

Heterocigoto mutado 9.48mmol/L

(8.31 mmol/L - 10.91mmol/L)

Homocigoto silvestre 8.44mmol/L

(7.59mmol/L - 9.29mmol/L)
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TABLA 4. Se muestra el porcentaje de la mutacién de la MTHFR para homocigoto mutado y

heterocigoto mutado.

GENOTIPO FEMENINO | MASCULINO
Homocigoto mutado 1(20%) 4(80%)
n=5
Heterocigoto mutado 2(50%) 2(50%)
n=4
Total 3(33%) 6(77%)
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Anexo |

Hoja de recoleccién de datos

Nombre:

Sexo: Edad:

Folio:

NIVELES DE HOMOCISTEINA:

GENOTIPO MTHFR 677C-T
1. Citosina / Citosina ( )
2. Timina / Citosina ( )
3. Citosina / Citosina ( )

Heterocigoto: Homocigoto:

Trombosis (localizacién )

VC (vascular cerebral)

—_
—

TVP ( venosa periférica)
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Anexo Il

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

FECHA: México, DF a de de NOMBRE DEL PACIENTE:
EDAD:

Se les invita a que su hijo (a) participe en el estudio titulado: “Frecuencia del polimorfismo C677-T del
gen de la metiltetrahidratofolato reductasa, en pacientes pediatricos con Hiperhomocisteinemia y
trombosis en el Hospital de Pediatria del CMN siglo XXI.

Objetivo del estudio:

El estudio tiene como finalidad conocer si los nifios como su hijo que tienen trombosis e
hiperhomocisteinemia, tienen una alteracién conocida como polimorfismo del gen de la MTHFR. Esta
alteracion detectada nos permitird elaborar estrategias encaminadas a la deteccién de futuros de
pacientes como su hijo.

En que consiste el estudio:

Si usted y su hijo deciden participar se tomara una muestra de sangre mediante puncién de 4cc
aproximadamente y se enviara a el Departamento de genética del Hospital Infantil de México Federico
Gémez.

Riesgos por la participacién en el estudio:

El inico problema que puede haber por la toma de la sangre, seria que en el lugar (brazo) donde se le
puncione ocurra un moretén (hematoma). Para evitarlo, la persona que tomara la sangre tiene amplio
conocimiento de la forma de obtener la sangre por lo que sera poco probable que ocurra.

En caso de participar, no tendra costo alguno para ustedes.

Confidencialidad de la informacion.

Los autores de este estudio le garantizamos que los resultados que se obtengan seran mantenido de
manera confidencial, y que en caso que se publique la informacién en ninglin momento se dara a

conocer la identidad de su hijo. Para cualquier aclaracién se puede dirigir con los responsables de este
estudio: Dra. Irina Elizabeth Judrez mufioz y Dra. Evelyn Vanegas Velasco al teléfono 5 6719771.

Dra. Irina Elizabeth Juarez Mufioz Dra.
Dra. Evelyn Vanegas Velasco
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Anexo III

CARTA DE ASENTIMIENTO
Fecha: México, D.F. a de de
NOMBRE DEL PACIENTE EDAD: Yo acepto participar en el estudio llamado

“Frecuencia del polimorfismo C677—T del gen de la metilterahidratofolato reductasa (MTHF) en
pacientes pediatricos con hiperhomocisteinemia y trombosis en el Hospital de Pediatria del CMN siglo
XXI”, el cudl consiste en tomar una muestra de sangre en la cual se examina si en nifios como yo que
tuvieron trombosis tenemos un marcador en nuestros genes que se relaciona con la elevacién de
homocisteina en sangre.

Riesgos de la participacion en el estudio:

El Unico problema que puede haber por la toma de la sangre seria que en el sitio de puncién para la
extraccién de sangre se forme un moretén. Para evitarlo la persona que tome la muestra tiene amplio
conocimiento de la forma de obtener la sangre por lo que sera poco probable que ocurra.

En caso de participar no tendra costo para mis papas.

Beneficios por la participacion del estudio:

Conocer si nifilos como yo tiene este marcador que se relaciona con el riesgo de trombosis.
Confidencialidad de la informacion:

Los autores de este estudio te garantizamos que los resultados que se obtengan sera manteniendo de
forma confidencial tus datos personales y en caso de que se publique la informacién en ningin

momento tu identidad se dara a conocer.

Para cualquier aclaraciéon te puedes dirigir con la Dra. Irina Elizabeth Juarez Mufioz y la Dra Evelyn
Vanegas Velasco al teléfono 5 671 9771.

Dra. Irina Elizabeth Juarez Mufioz

Dra. Evelyn Vanegas Velasco
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