ARTICULO ORIGINAL

medigraphic Avlemigs

Coexistencia de las mutaciones C677T y A1298C en la
enzima 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa en pacientes
pediatricos con trombosis

Coexistence of C6//T and Al 298C mutations in the 5,10 methylenetetrahydrofolate reductase
enzyme in pediatric patients with thrombosis

[srael Parra-Ortega!, Briceida Lopez-Martinez!, Itamar Gonzélez-Avila?, Cecilia Rodriguez-Castillejos?,
Vanesa Jonguitud-Dfaz’, Alma Luna-Gaspar!, José Luis Sanchez-Huerta!, Armando Vilchis-Ordonez!

!Laboratorio Clinico, *Servicio de Hematologia, *Servicio de Medicina Transfusional, Hospital Infantil de México Federico Gomegz,
Meéxico, D. F., México.

Resumen

Introduccion. Una de las alteraciones genéticas que predisponen
a trombosis, y que ha sido ampliamente estudiada, es la mutacion
C677T en el gen que codifica para la enzima 5,10 metilente-
trahidrofolato reductasa (MTHFR). Asi también, la presencia
de la mutacion A1298C en el mismo gen es considerada como
un factor genético que predispone a trombosis.

Meétodos. Estudio realizado a 9 pacientes peditricos con diag-
nostico de trombofilia, 7 de sexo masculino y 2 del femenino,
con edades de 1 mes a 13 afios, a los cuales se les realizd, median-
te la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, el
estudio de las mutaciones C677T y A1298C en la enzima
MTHFR, la mutacion G1691A (Leiden) del factor V y la muta-
cion G20210A de la protrombina. Por métodos convencionales
se realizo el fendmeno de resistencia a la protefna C activada
(RPCa) y las protefnas C y S de la coagulacion, asf como la
antitrombina (AT).

Resultados. Todos los pacientes presentaron la coexistencia
de las mutaciones C677T y A1298C en la MTHFR; solamente
uno de ellos presentd un estado homocigoto para C677T y hete-
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Summary

Introduction. One of the thrombophilic conditions that has been
widely studied is the C677T mutation in the gene encoding the
5,10 methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) enzyme.
The presence of mutation A1298C in the same gene is also
considered as one factor that predisposes thrombosis.

Methods. We report on 9 pediatric patients diagnosed with
thrombophilia, 7 males and 2 females with ages ranging from
1 month to 13 years. Real-time polymerase chain reaction
was performed along with the study of the C677T and A1298C
mutations in the MTHFR enzyme, G1691A mutation
(Leiden) and factor V, prothrombin mutation G20210A.
Conventional methods were used for activated protein C
(APC) resistance and protein C and S coagulation, as well as
antithrombin (AT).

Results. All patients had coexisting mutations C677T and
A1298C in MTHER. Only 1 patient was homozygous for C677T
and heterozygous for A1298C. The other 8 patients presented

heterozygous mutations and in the 9 patients the presence of
mutations of G1691A factor V (Leiden) and G20210A prothrom-
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rocigoto para A1298C, los otros 8 pacientes presentaron esta-
dos heterocigotos para ambas mutaciones; en los 9 pacientes no
se demostro la presencia de las mutaciones G1691A del factor V
(Leiden) y la G20210A de la protrombina, ni alteraciones en la
RPCa, AT y las proteinas C y S de la coagulacion.

Conclusiones. La coexistencia de las mutaciones C677T y
A1298C debe considerarse para su investigacion en todos los
pacientes que presenten un estado de trombofilia.

Palabras clave. Trombosis; metilentetrahidrofolato reductasa;
factor V Leiden.

bin was not demonstrated, as well as alterations in APC, AT and
proteins C and S.

Conclusions. Coexistence of the C677T and A1298C muta-
tions should be considered for investigation in all patients pre-
senting thrombophilia.

Key words. Thrombosis; methylenetetrahydrofolate reductase;
factor V, Leiden.

Introduccién

La incidencia de eventos tromboticos es poco fre-
cuente en los nihos, pero parece estar aumentan-
do. La Comision Canadiense de Pediatria, estima
que existen 0.67 casos por 100 000 nifios por afo;!
la causa de estos eventos tromboticos se ha atri-
buido a una combinacion de diversos factores de
riesgo (infeccion, linea venosa central o quimio-
terapia). Las directrices internacionales recomien-
dan la deteccion de factores de riesgo heredita-
rios y adquiridos como parte importante en el
manejo de la trombosis.? Maltiples investigacio-
nes realizadas en nuestro pafs han contribuido a la
identificacion de los factores que predisponen a
trombosis. En la mayorfa de los casos estudiados
se ha observado que existe presencia de varias
condiciones trombofilicas cuando se presenta un
episodio vaso-oclusivo; dichos hallazgos también
han sido informados por diversos investigadores
en otros sitios del mundo.*!°

Una de las condiciones trombofilicas que ha sido
ampliamente estudiada es la actividad de la enzima
5,10 metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR),
que participa en el metabolismo de la homocistei-
na, en la cual se han identificado la presencia de dos
mutaciones, la C677T y A1298C, que originan dis-
minucion en su actividad enzimatica.!'"1¢

En la poblacion caucésica, la incidencia de la
mutacion C677T en MTHEFR es de aproximada-
mente 40% para los estados heterocigotos, y de
10% para los homocigotos.!* Existen informes de
que los pacientes trombofilicos mexicanos que son
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portadores de estados hetero u homocigotos para
la mutacion C677T en MTHFR, no expresan un
aumento de homocisteina plasmatica; esta infor-
macion no descarta la participacion de la muta-
cion C677T en MTHEFR en la patogenia de la
trombosis.!® La presencia de la mutacion A1298C
en la enzima MTHFR es considerada también
como un factor predisponerte para trombosis, y
en la literatura actual de nuestro pafs no existen
informes sobre la investigacion de esta mutacion
en pacientes con trombofilia.'* La coexistencia en
forma heterocigota de las mutaciones C677T/
A1298C en la MTHER se ha descrito en algunos
estudios;* sin embargo, no existen informes de
la coexistencia de dichas mutaciones en pacien-
tes pediatricos con trombosis, por lo tanto el ob-
jetivo del presente trabajo es la presentacion de
un estudio en nueve pacientes pediatricos con
diagnostico de trombosis, a los cuales después de
realizarles diversas pruebas para identificar los
marcadores de trombofilia mas frecuentes, se evi-
dencid6 la coexistencia de las mutaciones C677T
y A1298C en la MTHFR como Gnico factor ge-
nético asociado.

Métodos

Descripcion de un estudio en nueve pacientes pe-
diatricos con diagnostico de trombofilia, siete del
sexo masculino y dos del femenino, con un inter-
valo de edad de un mes a 13 ahos, seleccionados
por personal médico del Servicio de Hematologia
del Hospital infantil de México Federico Gomez.
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Coexistencia de las mutaciones C677T y A1298C en la enzima 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa en pacientes pediatricos con
trombosis.

A todos los pacientes, previa autorizacion de sus
padres o tutores, se les tom6 una muestra de 3 a 5
mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA,
para la extraccion de acido desoxirribonucleico
(ADN). La extraccion se realizd con los reactivos y
el equipo MagNA Pure Compact Roche DiagnosticM®,
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La
investigacion de las mutaciones C677T y A1298C
en el gen que codifica para la enzima MTHFR, la
G1691A en el gen que codifica para el factor V (Lei-
den) y G20210A en el gen de la protrombina, se
realizaron mediante la reaccion en cadena de la po-
limerasa en tiempo real (PCR-RT), utilizando el
equipo LightCycler 2.0 Roche Diagnostic™®. Se realizo
la determinacion de la resistencia a la protefna C
activada (RPCa), la actividad de las proteinas Cy S
de la coagulacion y la antitrombina (AT), para lo
cual se tomo6 una muestra de sangre periférica anti-

coagulada con citrato de sodio al 3.8% vy se utiliza-
ron reactivos comerciales de la marca Dade Behring
Marburg GMBH, siguiendo las instrucciones del fa-
bricante, en un equipo Sysmex CA 1500MR,

Resultados

En este estudio todos los pacientes presentaron la
coexistencia de las mutaciones C677T y A1298C
en la enzima MTHFR, solamente uno present6 un
estado homocigoto para C677T y heterocigoto para
A1298C; los ocho pacientes restantes presentaron
estados heterocigotos para ambas mutaciones. En
los nueve pacientes no se identifico la presencia de
las mutaciones G1691A del factor V (Leiden) y la
G20210A de la protrombina, y de igual forma no
se evidenciaron alteraciones en la RPCa, AT y las
proteinas C y S de la coagulacion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Informacién obtenida en nueve pacientes pediatricos estudiados en el Servicio de
Hematologia del Hospital Infantil de México Federico Goémez. 2008

Enfermedad Sitio de la Método MTHFR MTHFR FV PT
Sexo Edad de base trombosis diagnéstico C677T AI1298C GI69IA G20210A
M |l ahos Ninguna Vena porta Clinico CT AC GG GG
M | mes Sindrome Auricula, TEP Ecocardiograma CT AC GG GG
dismorfico
M |3 ahos Ninguna Suprahepatica Ultrasonido CT AC GG GG
™M 5 ahos Ninguna Vena porta Ultrasonido CT AC GG GG
M 5 ahos Ninguna Evento Resonancia cT AC GG GG
vascular cerebral magnética
F |2 ahos Malformacion Aurfcula Ecocardiograma TT AC GG GG
arteriovenosa derecha
M 2 ahos Alergia Aurfcula Ecocardiograma CT AC GG GG
a la proteina
de la leche
™M |2 ahos Neumopatra Evento Resonancia CT AC GG GG
cronica e vascular cerebral magnética
hiperplasia
pulmonar
F 10 ahos Coartacion Evento Resonancia CT AC GG GG
aortica vascular cerebral magnética

F: femenino; M: masculino; FV G169 1 A: mutacion Leiden del factor V; PT G202 10A: mutacion G202 10A en la protrombina; MTHFR C677T:
mutacion C677T en la metilentetrahidrofolato reductasa; MTHFR A1298C: mutacion A1298C en la metilentetrahidrofolato reductasa; TEP:
tromboembolismo pulmonar
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Discusion

En este estudio nos concentramos en la descrip-
cion de la coexistencia de las mutaciones C677T
y A1298C en gen que codifica para la MTHEFR, y
consideramos que dichas mutaciones se deben in-
vestigar en todos los pacientes que presenten un
estado de trombofilia, a los cuales no se les identi-
ficaron los factores predisponentes mas frecuen-
tes, ya sean hereditarios o adquiridos. Existen des-
critas diversas condiciones trombofilicas
identificadas en los pacientes mexicanos. A lo largo
de muchas investigaciones se ha postulado que los
eventos tromboticos tienen una predisposicion
genética, y que dependiendo del ntimero de mu-
taciones o alteraciones serd la gravedad de los
eventos vaso-oclusivos.*1°

1.419 han

En nuestro pafs, Ruiz-Arguelles y co
realizado diversas aportaciones que ayudan a com-
prender las alteraciones del sistema hemostatico
de los pacientes que cursan con trombofilia. En

uno de sus informes, realizado con una serie de

100 pacientes, llegaron a demostrar que 94% de
los pacientes estudiados presentaba al menos un
marcador de trombofilia, y en 81% se presentaron
dos o0 més alteraciones.!® Basados en diversas con-
clusiones es recomendable realizar, a todos los
pacientes con trombofilia, la investigacion del
mayor niimero de mutaciones o polimorfismos aso-
ciados a estos eventos.

El riesgo que se asocia con cada defecto genéti-
co cuando se presenta de manera aislada puede
ser relativamente bajo, pero la presencia simulta-
nea de varias mutaciones puede aumentar drasti-
camente la susceptibilidad a la enfermedad.!”!® Por
otro lado, tanto las condiciones de vida como los
factores ambientales pueden interactuar con una
0 mas mutaciones genéticas e incrementar la pre-
disposicion y gravedad del evento. El analisis de
los factores de riesgo, tanto genéticos como ad-
quiridos, junto con el estilo de vida y los factores
ambientales, han contribuido de manera signifi-
cativa a la comprension de esta entidad.
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