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Variaciones en los alelos 677
C>Ty 1298 A>C en el gen que
codifica para la enzima 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) y su efecto en la
concentracion de homocisteina en
mestizos mexicanos

RESUMEN

Antecedentes: algunos estudios han descrito la coexistencia en forma
heterocigota de las mutaciones C677T y A1298C en el gen que codifica
para la enzima MTHFR, que juega un papel importante en la patogenia
de algunas enfermedades, como la predisposicién a trombosis.

Objetivo: identificar la frecuencia de las mutaciones C677T y A1298C
en un grupo de mestizos mexicanos.

Material y método: estudio transversal descriptivo, en el que se incluye-
ron 207 voluntarios aparentemente sanos (disponentes sanguineos) en
los que se investigaron, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real, las mutaciones C677T y A1298C en el gen que codifica
para la enzima MTHEFR para obtener la frecuencia de las variaciones
alélicas y comparar las concentraciones de homocisteina sérica.

Resultados: de los 207 sujetos sanos estudiados, se identificaron sélo
28 (13.5%) con genotipo normal y 179 (86.5%) con genotipo mutado;
las combinaciones identificadas fueron: 14 (7%) con 677 normal/1298
heterocigotos, 74 (36%) con 677 heterocigotos/1298 normal, 67 (32%)
con 677 homocigoto mutado/1298 normal, 23 (11%) con 677 heteroci-
goto/1298 heterocigoto, uno (0.5%) con 677 homocigoto mutado/1298
heterocigotos. Las diferencias entre las medias de homocisteina para
todos los grupos de mutaciones fue estadisticamente significativa, p
< 0.05.

Conclusiones: |a frecuencia de la coexistencia en estado heterocigoto
compuesto de los polimorfismos C677T y A1298C en la enzima 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa en mestizos mexicanos no es infre-
cuente porque ocurrié en 11% de los sujetos estudiados. La experiencia
obtenida en este grupo de estudio confirma la asociacién de las varia-
ciones alélicas en MTHFR y el aumento de homocisteina.

Palabras clave: alelos 677 C>T, 1298 A>C, gen que codifica para la
enzima 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa, homocisteina.
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Variations in alleles 677C>T

and 1298A>C in gene encoding
5,10-methylenetetrahydrofolate
reductase and its impact on the value of
homocysteine in Mexican mestizos

ABSTRACT

Background: Some studies describe the coexistence in heterozygous
form of C677T and A1298C mutations in the gene encoding the MTHFR
enzyme, that plays an important role in pathogenesis of some diseases
such as predisposition to thrombosis.

Objective: To investigate the frequency of mutations in a group of
Mexican mestizos.

Material and method: A descriptive cross-sectional study including 207
apparently healthy volunteers (blood disponentes), in which, by poly-
merase chain reaction in real time, it was researched C677T and A1298C
mutations in the gene encoding the enzyme MTHFR for frequency
included allelic variations and comparing the serum homocysteine.

Results: Of the 207 healthy individuals studied, we identified only
28 (13.5%) with a normal genotype and 179 (86.5%) with a mutated
genotype; combinations identified were: 14 (7%) with 677 normal/1298
heterozygotes, 74 (36%) heterozygous 677/1298 normal, 67 (32%)
mutated homozygous 677/1298 normal, 23 (11%) heterozygous
677/1298 heterozygous, one (0.5%) mutated homozygous 677/1298
heterozygotes. The differences between the means of homocysteine for
all groups of mutations were considered significant, p <0.05.

Conclusions: The frequency of coexistence compound heterozygote state
of polymorphisms C677T and A1298C 5,10 methylenetetrahydrofolate
reductase in Mexican mestizos is not uncommon, as it was presented in
11% of those studied. The experience gained in this group of patients
confirms the association of allelic variations in MTHFR and increased
homocysteine.

Key words: alleles 677C>T and 1298A>C, gene encoding 5,10-methyle-
netetrahydrofolate reductase, homocysteine.

ANTECEDENTES metabolismo de la metionina® por medio de

reacciones de transmetilacién.’ Las principales
La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo ~ enzimas implicadas en este sistema metabélico
independiente de aterosclerosis y aterotrom-  son la cistationina f sintetasa, la metionina
bosis.” La homocisteina se forma a partir del sintetasa y la metilentetrahidrofolato reductasa
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(MTHFR),**® las vitaminas B, y B,, participan en
forma de coenzimas y el acido félico como sus-
trato.’ Se han reportado variaciones genéticas
que afectan a las enzimas descritas,®® ya sea
en su funcionalidad, cantidad o en ambas, lo
que resulta en el aumento de la concentracién
de homocisteina en el plasma y los tejidos.
El polimorfismo mas frecuente es el 677 C>T
en el gen que codifica para la enzima 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR),"
que disminuye la actividad enzimatica. La
existencia del polimorfismo A1298C en la
misma enzima disminuye la actividad de la
enzimay, por tanto, aumenta la concentracién
de homocisteina.""

En la poblacién caucésica se ha descrito la
incidencia de polimorfismos C677T en MTH-
FR en aproximadamente 40% para los estados
heterocigotos y de 10% para los homocigotos.'
En México existen diversas publicaciones del
polimorfismo C677T de MTHFR; en 1999, Mut-
chinick y colaboradores® realizaron un estudio
de la frecuencia de ese polimorfismo y en 2001,
Ruiz-Argiielles y su grupo publicaron la primera
evidencia de la alta prevalencia del polimorfis-
mo C677T de MTHFR en pacientes mexicanos
con estados hipercoagulables.® La coexistencia
de los polimorfismos C677T/A1298C en el gen
que codifica para MTHFR se ha descrito en
algunos estudios''> y su papel en la patogenia
de algunas enfermedades no se ha identificado
con certeza. Posterior al hallazgo de la coexis-
tencia de los polimorfismos C677T/A1298C en
el gen que codifica para MTHFR como UGnico
marcador asociado con el evento trombético
en nueve pacientes pediatricos,'® planteamos
el objetivo de identificar la frecuencia de la
coexistencia de los polimorfismos C677T y
A1298C en el gen que codifica para la enzima
MTHFR en un grupo de mestizos mexicanos
sanos y su relacion con la concentracion de
homocisteina.
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MATERIAL Y METODO

Estudio transversal descriptivo en el que se inclu-
yeron 207 voluntarios aparentemente sanos, 46
del sexo femenino, con edad media de 33 afios,
limites de 18 y 59 afos, a los que se les realiz6
el protocolo de evaluacién para ser disponentes
sanguineos, siguiendo los protocolos de selec-
cion y clasificacion del servicio de Medicina
Transfusional del Hospital Infantil de México
Federico Gémez. A todos los voluntarios, previa
autorizacion, se les tom6 una muestra de 3 a 5
mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA,
para la extraccién de acido desoxirribonucleico
(ADN). La extraccion se realizé con base en la
metodologia que utiliza perlas magnéticas y el
equipo MagNA Pure Compact Roche Diagnos-
ticM®, la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (PCR-RT). Con el uso de sondas FRET
(transferencia de energia fluorescente mediante
resonancia) investigamos las mutaciones C677T
y A1298C en el gen que codifica para la enzima
MTHEFR con los disefios comerciales: LightMix®
for the detection of human MTHFR C677T, nd-
mero de catdlogo 40-0095-16 y LightMix® for the
detection of human MTHFR A1298C, ndmero
de catalogo 40-0269-16 de TibMolBiol®. Para la
medicion de homocisteina se utilizé un inmu-
noensayo automatizado para la determinacion
cuantitativa de L-homocisteina total en plasma
humano citratado por turbidimetria de particulas
de latex en los sistemas de analitico ACL TOP 500
de IL Diagnostic®.

Los datos de la concentracién de plasma de ho-
mocisteina se analizaron utilizando el programa
IBM SPSS Statistics ver. 22.0.0.0 para Mac OSX.
Se realizd un analisis estadistico descriptivo
para todas las variables, se realizé prueba de
normalidad a las variables con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, prueba de t de Student
para calcular el nivel de probabilidad entre
grupos y se compararon las diferencias entre las
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medias con ANOVA multivariado para todos los
grupos de mutaciones; se considerd significativo
un valor de p menor a 0.05.

RESULTADOS

De los 207 voluntarios aparentemente sanos es-
tudiados, se identificaron s6lo 28 (13.5%) con un
genotipo normal (677CC/1298AA) y 179 (86.5%)
con un genotipo mutado; las combinaciones iden-
tificadas fueron: 14 (7%) con 677 normal/1298
heterocigotos (677CC/1298AC), 74 (36%) 677
heterocigoto/1298 normal (677CT/1298AA),
67 (32%) 677 homocigoto mutado/1298
normal (677TT/1298AA), 23 (11%) 677 hetero-
cigoto/1298 heterocigoto (677CT/1298AC), uno
(0.5%) 677 homocigoto mutado/1298 heteroci-
goto (677TT/1298AC). Figura 1y Cuadros 1y 2

Las diferencias de la concentracién de ho-
mocisteina entre los diferentes grupos resulté
significativa (p=0.022). Las diferencias estadis-
ticamente significativas en las comparaciones
entre grupos ocurrieron en las comparaciones
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Figura 1. Concentraciéon de homocisteina en los
diferentes grupos de genotipos encontrados de 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
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Cuadro 1. Variaciones identificadas en los alelos 677 C>T
y 1298 A>C en el gen que codifica para la enzima 5,10
metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Genotipo en 677 de Genotipo en 1298  Num. (%)
MTHFR de MTHFR n=207
Normal Normal 28 (13.5)
Normal Heterocigoto 14 (7)
Heterocigoto Normal 74 (36)
Homocigoto mutado Normal 67 (32)
Heterocigoto Heterocigoto 23 (11)
Homocigoto mutado Heterocigoto 1(0.5)

de los genotipos: 677CT/1298 AAy 677TT/1298
AA (p=0.019), 677TT/1298 AA'y 677CT/1298
AC (p=0.019), 677TT/1298 AA 'y 677CT/1298
AC (p=0.004), 677CT/1298 AC y 677TT/1298
AA (p=0.004). Cuadro 3

CONCLUSIONES

La frecuencia identificada en este grupo de
pacientes sugiere que la coexistencia en estado
heterocigoto compuesto de los polimorfismos
C677T y A1298C en la enzima 5,10 metilente-
trahidrofolato reductasa en mestizos mexicanos
no es infrecuente, porque ocurrié en 11% de los
sujetos estudiados. En un estudio previo descri-
bimos un grupo de pacientes pediatricos que
tuvieron un evento trombético, en el que sélo
se identificé la coexistencia de estas mutaciones
como marcador genético de trombofilia; sin em-
bargo, su existencia en pacientes con estados de
trombofilia no excluye la investigacién de mas
factores genéticos y adquiridos asociados.>'°

Los resultados obtenidos al comparar la con-
centracion de homocisteina y el genotipo en
los alelos 677 C>T y 1298 A>C en gen que
codifica para la enzima 5,10 metilentetrahidro-
folato reductasa (MTHFR) en mestizos mexicanos
muestran un valor significativo (p>0.05).

Las caracteristicas poblacionales que tiene la
region centro de nuestro pais y la alta frecuencia
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Cuadro 2. Concentracién de homocisteina en los diferentes grupos de genotipos encontrados de 5,10 metilentetrahidrofolato

reductasa

95% del intervalo de
confianza para la media

Genotipo MTHFR Media Desviacion Error estindar  Limite  Limite superior Minimo Maximo
estandar inferior
677CC/1298 AA 14.92 4.27 1.23 12.20 17.63 7.82 22.31
677CC/1298 AC 13.25 3.38 1.38 9.69 16.80 9.29 17.40
677CT/1298 AA 14.44 3.93 0.69 13.02 15.86 8.83 25.72
677TT/1298 AA 16.82 4.49 0.71 15.38 18.25 10.56 32.96
677TT/1298 CC 21.20 - - - - 21.20 21.20
677CT/1298 AC 13.22 3.30 0.91 11.23 15.22 7.63 17.79

Cuadro 3. Comparacién de p en la diferencia de los grupos de genotipos de 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Genotipo MTHFR 677CC/1298 AC 677CT/1298 AA 677TT/1298 AA 677CT/1298 AC
677CC/1298 AA 0.385 0.740 0.198 0.283
677CC/1298 AC - 0.465 0.051 0.988
677CT/1298 AA 0.740 = 0.019 .300
677TT/1298 AA 0.198 0.019 = 0.004
677CT/1298 AC 0.988 .300 0.004 -

Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p menor de 0.05.
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