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I. TITULO:

Influencia del polimorfismo C677T de la metiltetrahidrofolato-reductasa en |la
enfermedad vascular cerebral

Il. AUTORES:

Dr. Jorge Escobedo De la Peiia
Dr. Emmanuel Paz Aragdn, residente 3 aiio de medicina interna.
Marco tedrico: El evento vascular cerebral isquémico tiene una etiologia multifactorial en donde

intervienen factores genéticos y factores ambientales. El aumento leve de la concentracion de
homocisteina se considera, de forma general aunque no universal, como un factor de riesgo
independiente tanto de enfermedad oclusiva arterial como de trombosis venosa. El problema
iniciaria con la formacién de radicales libres de oxigeno que producen dafo vascular oxidativo,
proliferacion de musculo liso, alteracidn estructural y funcional endotelial y aumento de la
trombogenicidad que finalmente conduce a aterotrombosis. El polimorfismo C677T de la MTHFR
podria ser un factor de riesgo independiente para la enfermedad vascular. En el polimorfismo
C677T, la nueva variante enzimdtica de la MTHFR se caracteriza por la sustitucién de valina por
alanina en la cadena polipeptidica, dando lugar a una forma termoldbil de ésta, cuya actividad
enzimatica es menor. Los individuos homocigotos para este polimorfismo parecen asociarse a
niveles moderadamente elevados de Homocisteina en plasma sobre todo en presencia de niveles
bajos de folatos y algunos estudios han evidenciado un aumento en la prevalencia de estos
homocigotos en pacientes con enfermedad cardiovascular mientras que otros no han confirmado
dicha relacion. Los estudios sobre el impacto en el riesgo de enfermedad de las variantes genéticas
que afectan las concentraciones de homocisteina ayudard a determinar si la homocisteina es

causal relacionados con la enfermedad vascular.

Objetivo: Determinar que la expresidon del polimorfismo C677T de la MTHFR se asocia con un

incremento de la incidencia de EVC isquémico.



Hipoétesis: La expresion del polimorfismo C677T de la MTHFR se asocia con un incremento en la
incidencia de EVC isquémico. Material y métodos: Estudio No experimental. Casos y controles.
Una vez reunidos los criterios para ingresar al estudio, informados y con carta de aceptacién
firmada, Se incluiran pacientes hospitalizados en HGR 1, con diagndstico de ingreso al servicio de
urgencias de Evento vascular cerebral isquémico, definido como afeccién caracterizada por un
rapido desarrollo de signos clinicos focales (en ocasiones globales) de la alteracidon en las funciones
cerebrales, con una duracién mayor de 24 horas o de curso fatal, sin otra causa aparente distinta
de la vascular, ya sea con criterio clinico o tomografico. A los cuales se aplicara cuestionario y
se tomaran muestras sanguineas para analisis de ADN 3 tubos, las muestras serdn centrifugadas y
separadas en sus diferentes componentes para su posterior traslado y almacenamiento en
refrigeracién, bajo los parametros establecidos en la Unidad de Investigacién Médica en
Bioquimica del Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI, donde se llevardn
a cabo los estudios referentes al andlisis genético, comparado con un grupo control de pacientes
sin EVC ,ni enfermedad aterotrombdtica reciente , con caracteristicas basales similares, de
hospitalizacion de cirugia general del HGR 1. Se realizard la determinacién del polimorfismo de
677 de la MTHFR en ambos grupos. Las variables cuantitativas se expresaran como media %
desviacion estandar y las cualitativas como porcentajes. Se evaluard la distribucion de las variables
continuas mediante pruebas de normalidad. Se realizard un analisis descriptivo de la informacién
mediante frecuencias simples, porcentajes, medidas de tendencia central y de dispersiéon. La
comparacion de diferencias entre las variables cualitativas se realizard mediante el test de la x2 o
el test exacto de Fischer. Se llevard a cabo un analisis multivariado con finalidad de obtener la
razon de momios de prevalencia ajustada entre el polimorfismo C677T MTHFR y la enfermedad

vascular cerebral tipo isquémico.



IV. Marco tedrico

El evento vascular cerebral isquémico tiene una etiologia multifactorial en donde intervienen

factores genéticos y factores ambientales.

Se considera en la actualidad que los factores de riesgo mayores de enfermedad cardiovascular

son: Dislipidemia, hipertension arterial (HTA), tabaquismo y diabetes mellitus 2(DM2).

Se han descrito otros factores de riesgo como: Sedentarismo, obesidad, historia familiar de
enfermedad cardiovascular, edad, sexo, hiperhomocisteinemia, consumo de alcohol, factores

psicolégicos y de personalidad.

El aumento leve de la concentracién de homocisteina se considera, de forma general aunque no
universal , como un factor de riesgo independiente tanto de enfermedad oclusiva arterial como de

trombosis venosa.

El dafio producido por Homocisteina involucra diversos factores del sistema de coagulacion y se

apoya en la teoria clasica de la aterotrombosis:

El problema iniciaria con la formacién de radicales libres de oxigeno que producen dano vascular

oxidativo, proliferacién de musculo liso, alteracién estructural y funcional endotelial y aumento de

la trombogenicidad que finalmente conduce a aterotrombosis. (Figura 1) (.21



Patogénesis del dafio vascular inducido por Hcy.

1. Disfuncién endotelial

Produccion disminuida de dxido nitrico (ON)

Aumento en la produccion de especies de oxigeno reactivas
Aumento del factor von Willebrand y trombomodulina
Aumento en la produccion de factor tisular

Disminucién en la produccién de antitrombina (AT)
Engrosamiento de la intima

2. Estrés oxidativo

Produccién aumentada de EOR

Disminucion de la actividad antioxidante del plasma.
Aumento en la peroxidacion de los lipidos

3. Células del madsculo liso vascular
Aumento en la proliferacion
Aumento en la formacion de células espumosas

4. Lipoproteinas de baja densidad

Ticlacion

Aumento en la peroxidacion de los lipidos
Aumento en la captaciéon de LDL por los macréfagos

5. Vias hemostéaticas

Aumento en la produccién de tromboxano A, por las plaquetas
Aumento en la actividad de los factores V y X

Aumento en el fibrindgeno plasmatico

Inhibiciédn de la activacién de la PC

Figura. 1 Patogénesis del dafio vascular por homocistiena. (2]

La homocisteina (Hcy) es un aminodcido sulfidrilico derivado de la desmetilacion de la metionina.

En el plasma se encuentra presente de las siguientes formas moleculares:

= 1. Aproximadamente un 1% circula en forma libre, como monosulfato.

s 2.70-80% se encuentra unida a las proteinas del plasma, predominantemente a la

albumina, en forma de disulfato.

3. El 20-30% restante se combina con ella misma o con otros tioles incluida la

o

cisteina a través de puentes disulfuro.

|ll

El término “Hcy plasmatica total” u “Hcy sérica” hace referencia al “pool” combinado de estas 4

formas. B4

Tras una sobrecarga de metionina, se define la hiperhomocisteinemia como una Hcy superior a 2
desviaciones estandar (DE) sobre la media.® En individuos en ayunas los valores normales de Hcy

oscilan entre 5y 15 umol/I. ™!



+ 1. Hiperhomocisteinemia moderada: 16-30 umol/I.

+ 2. Hiperhomocisteinemia grave: 31-100 umol/I.

+ 3. Hiperhomocisteinemia severa: > 100 umol/I.

La Hcy se forma durante el metabolismo de la metionina. El exceso de metionina procedente de la
dieta o del catabolismo proteico es transformado en Hcy mediante dos reacciones quimicas. En la
primera se produce S-adenosil-metionina mediante una reaccién catalizada por la L-metionina
adenosil transferasa; tras la desmetilaciéon ésta se transforma en S-adenosil homocisteina, que
posteriormente serd hidrolizada a homocisteina y adenosina por una hidrolasa, constituyendo la
Unica fuente de homocisteina en los vertebrados.Una vez formada la Hcy se inician dos rutas
metabdlicas: Transulfuracion y remetilacion. El que la Hcy siga una ruta u otra viene determinado
por la concentraciéon plasmatica de metionina. Si ésta aumenta, hay un aumento de Ia
transulfuracién y disminucion de la remetilacién. Cuando aumenta la sintesis de Hcy o disminuye
su catabolismo aumenta su flujo hacia el espacio extracelular. Por tanto la concentracién
plasmatica de Hcy es un indicador de la actividad de las enzimas y de la disponibilidad de

coenzimas involucradas en su metabolismo. 7!

Remetilacion.

Se forma metionina mediante dos rutas metabdlicas independientes en las que participan las
enzimas 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina-S-metiltransferasa: metionina sintetasa (MS) y la
betaina-homocisteina metiltransferasa (BHMT); la primera requiere de metilcobalamina (vitamina
B12 como coenzima y de 5-metiltetrahidrofolato como cosubstrato). La segunda, que se encuentra

en higado, rifiones y en glandulas suprarrenales, utiliza betaina como fuente de grupos metilo.



Aproximadamente el 50% de la Hcy es convertida en metionina mediante remetilacién. La
reaccidon en la que participa la MS es muy importante para el metabolismo del acido fdlico,
permitiendo su ingreso en el depésito intracelular, imprescindible para la sintesis de ADN vy la
proliferacidn celular. En el higado una gran cantidad de Hcy es remetilada por la BHMT. En otros

tejidos la reaccion es catalizada por la MS. ¢!

Transulfuracion

Cuando la via de la remetilacién se satura o cuando se precisa cisteina, la Hcy se transforma en
cistationina (y después en cisteina) por la cistationina B-sintetasa (CBS) y la

cistationina y-liasa. La vitamina B6 (piridoxina) es un cofactor esencial para las dos reacciones. La
cisteina puede ser metabolizada posteriormente en sulfatos, que son excretados en la orina. [8.9)

La remetilacién y la transulfuracién son responsables cada una del 50% de la eliminacion de la Hcy.
La remetilaciéon es la principal responsable de las concentraciones de Hcy en ayunas mientras que

las alteraciones de la transulfuraciéon aumentan las concentraciones de Hcy cuando los valores de

metionina son elevados (como ocurre postprandialmente). &%)



Dieta s— Acidifolico
Serina

Adenosilmetioning ———me—————— fetionina Tetrahjdrofolato

R Dimetilglicina Glicina
Homocisteina Metionina
R-CH3 metiltransferasa Sintetasa
i N-Metiltetrahidrofolato
Betaina
AdenoSilNOMOCISIEING  ———| Homocisteina

Metiltetrahidrofolato

Cistationina

p-sintetasa Bs

Cistationina

Cistationina

y-liasa

Cisteina

Sulfatos
Excrecion urinaria

Figura 2.Metabolismo de la metionina. (6]

Las deficiencias heredadas en el metabolismo de la Hcy dan lugar a hiperhomocisteinemia; las dos

mas frecuentes son las que afectan a la CBS y la metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR)(9,10).

El déficit de CBS es la causa mas frecuente de hiperhomocisteinemia severa y de la homocistinuria

clasica. 1112

Polimorfismos de MTHFR

El gen que codifica para la enzima MTHFR, se localiza en el brazo corto del cromosoma 1 brazo p

banda 36.3, entre los pares de base (pb) 11, 769,246-11, 788,568. La region codificadora abarca



1,980 bp con una masa molecular 74.6 kDa. El cDNA tiene una longitud de 2.2 kb integrado por 11
exones que oscilan entre 102 - 432 bp y 10 intrones que abarcan desde 250 - 1.5 kb, excepto del

intrén 4 que tiene una longitud de 4,2 kb (Figura 4). >
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Figura 3.Estructura del gen MTHFR. [15]

Se han descrito mas de 20 polimorfismos en el gen MTHFR, pero uno de los mas estudiados es el
polimorfismo €C677T. Kang y cols., ™ describen una variante de la enzima MTHFR con actividad
disminuida, originada en el exdn 4 del gen por el cambio de citosina (C) por timina (T) en la
posicidon 677 del gen, este cambio genera una alanina por valina en el codén 222 de la proteina,
qgue corresponde al sitio de unidn de folatos, del cofactor MTHFR y Flavina-adeninadinucledtido.
Como consecuencia existen 3 genotipos: C/C (genotipo silvestre), C/T (genotipo heterocigoto) y TT
(genotipo polimdrfico) con el 100 %, 60% y 30% de actividad enzimatica respectivamente. (49520 14
disminucién de la actividad MTHFR provoca una reduccion en la formacion de 5- MTF. Se ha
observado que el alelo T produce alteracidn en la concentracion de folatos en los eritrocitos, con

acumulacién de poliglutamatos, derivados metilados y homocisteinemia. !

La prevalencia de este polimorfismo varia entre las poblaciones estudiadas por lo que se ha
reportado una frecuencia de 8.5% en daneses, 12% en canadienses, 38% en francocanadienses,

10% en afronorteamericanos, 44% al 47% en italianos, 36% en franceses y 34% en japoneses. Enla



poblacién mexicana se han descrito frecuencias que van de 50% al 58.5 % en mestizos; de 44% en

la poblacién de Guadalajara y del 34% en tarahumaras. 16243

Se ha observado que los portadores del genotipo 677TT presentan hiperhomocisteinemia
moderada o intermedia, por lo que se plantea una posible relacién con diferentes patologias
como: defectos del tubo neural, sindrome de Down, enfermedades cardiovasculares,
preeclampsia, leucemias y cancer. >¢28:2 32 Aqi como, la resistencia a farmacos (metotrexate, 5-
fluorouracilo, entre otros), en donde el metabolismo, efectos bioquimicos o de estructuras diana

requieren reacciones de metilacion. [32]

El polimorfismos A1298C, ha sido centro de multiples estudios de asociacion. Se caracteriza por el
cambio de adenina (A) por C en el exdn 7 del gen MTHFR, lo que produce un cambio de acido
glutdmico por alanina en la posicidon 429 de la proteina, como consecuencia se disminuye (30 al
40%) la actividad catalitica de la enzima, sin alterar los niveles plasmaticos de homocisteina, por lo
que se han observado efectos menos severos de este polimorfismo 1298CC. B¢] Sin embargo,
cuando se combina con el polimorfismo C677T ambos en estado heterocigoto, se ha observado
reduccidn en la actividad enzimdtica. Esta combinacion se ha descrito en el 28 % de los recién
nacidos con defectos del tubo neural; estos y otros posibles polimorfismos del gen de la enzima
MTHFR pueden combinarse con factores ambientales y producir un caracter patogénicos. 40l 13
frecuencia descrita para el polimorfismo A1298C en México es de 2.3% (CC), y para la poblaciéon
francesa de 11.5%. “**? Los estudios de asociacién con cancer de mamay el polimorfismo A1298C

[43]

han sido controversiales unos carecen de asociacion, mientras que otros han observado su

asociacion con la sobrevida del cancer de mama. 4

El polimorfismo T1317C ubicada en el exén 7 del gen MTHFR que resulta de un cambio silente de

una T por una C, sin cambio del aminoacido fenilalanina. Su frecuencia alélica en poblaciéon

10



canadiense es relativamente baja (5%), seguida de la norteamericana (10%). Sin embargo, la

africana es comun (39%). Este polimorfismo no se ha relacionado con alguna patologia. **!

El polimorfismo G1793A se origina en el exdn 11 del gen, por un cambio de base de G (guanina)
por A en la posicion 1793, que produce sustitucién de arginina por glutamina (R594Q) en la
proteina. 43I a frecuencia alélica descrita en poblacidn general en caucasicos de 6.9%, hispanos de
5.8%, afroamericanos de 3.1% y judios Ashkenazi de 1.3%. 45 se ha sugerido que este

polimorfismos puede participar en la susceptibilidad a desarrollar cancer de cabeza y cuello. [46]

Se han realizado diferentes estudios de asociacion entre haplotipos del gen MTHFR con diferentes

patologias. ¢!

El defecto enzimatico mas frecuentemente asociado con elevacion moderada de Hcy es la
sustitucion de cisteina por timina a nivel del nucleétido 677 (C677T) del gen codificante de la
MTHFR, que da lugar a una variante termolabil de ésta, con una actividad del 50% respecto a la

variante normal., 748

La frecuencia alélica de la mutacion es del 35% con una frecuencia homocigética (TT) del 12% y en
presencia de una carencia nutricional de acido fdlico pueden presentar elevaciones moderadas

(50%) del la Hey. 478

Las concentraciones plasmaticas de vitaminas B12 y B6 asi como las de 4cido félico se relacionan
inversamente con las de Hcy y cualquier persona con un déficits de dicho cofactores presenta un

riesgo elevado de hiperhomocisteinemia. !

A principios de los afios sesenta, Carson y Neill describieron las Homocistinurias: Una serie de
enfermedades causadas por mutaciones de los genes que codifican diferentes enzimas

involucradas en el metabolismo intracelular de la Hcy y caracterizadas por una importante

11



elevacidon en su concentracién plasmatica y en la excrecion urinaria de su homodimero, la

homocistina.

Clinicamente se expresaban como luxaciéon del cristalino, signos y sintomas provocados por
afectacién neuroldgica y ésea, asi como tendencia a fendmenos trombdticos arteriales y venosos
en etapas tempranas de la vida, constituyendo éstos Ultimos la causa mas importante de

mortalidad en estos pacientes®™"*%

En 1969 McCully refirié 2 casos de homocistinuria asociados a arteriosclerosis prematura (a los 2

meses y 8 afios de edad). 1**!

En 1976 un estudio controlado demostré una asociacion clara entre la elevacion moderada de la

Hcy en plasma vy la arteriosclerosis. [54]

Algunos estudios, aunque no todos, han encontrado que el polimorfismo C677T en el gen de la

MTHFR es un factor de riesgo de enfermedad vascular. **

En 1988, Kang y colaboradores; describieron que mas del 5% de la poblaciédn presenta una
variante heredada termolabil de la enzima MTHFR, que se asociaba a una actividad reducida de

dicha enzima. %%

Posteriormente, en 1995, Frost y colaboradores establecieron que el
polimorfismo C677T de la MTHFR era el responsable de dicha variante enzimatica mutada y que
era un factor de riesgo independiente para la enfermedad vascular. (5859 g polimorfismo C677T, la
nueva variante enzimatica de la MTHFR se caracteriza por la sustitucidn de valina por alanina en la
cadena polipeptidica, dando lugar a una forma termolabil de ésta, cuya actividad enzimatica es

menor, (6061

Los individuos homocigotos para este polimorfismo parecen asociarse a niveles
moderadamente elevados de Hcy en plasma sobre todo en presencia de niveles bajos de folatos y

algunos estudios han evidenciado un aumento en la prevalencia de estos homocigotos en

12



pacientes con enfermedad cardiovascular mientras que otros no han confirmado dicha relacion.
62831 yn metaandlisis basado en ocho estudios demostré que la mutacién homocigota C677T de la
MTHFR estaba presente en 299 de 2476 pacientes con enfermedad cardiovascular (12,1%) y en
257 de 2481 controles sanos (10,4%) con una odds ratio de 1,22 (IC 95% 1,01-1,47). (29301 Otro
metaandlisis realizado sobre 13 estudios no encontrd una diferencia significativa entre pacientes
(3281) y controles (3218) en la frecuencia de mutacién homocigdtica (12,2% vs. 13,2%) ni en la
prevalencia de heterocigotos (33,7% vs. 35,6%). El estudio de Meisel y colaboradores no encontré
diferencias entre las distintas variantes alélicas de tres polimorfismos de la MTHFR y la presencia
de niveles elevados de Hcy plasmatica ni tampoco relacién con la aparicion de enfermedad

coronaria. 4%

Estos resultados contradictorios podrian deberse a diferentes criterios de
seleccion de los pacientes o también a la inclusién de individuos procedentes de diferentes areas
geograficas o pertenecientes a grupos étnicos distintos: tres de los trabajos que encontraron
relacion directa entre la presencia de la variante polimérfica mutada y el desarrollo de
arteriosclerosis coronaria se realizaron sobre poblacién japonesa, mientras que los que obtuvieron

65861 Otra posibilidad es que

resultados contradictorios se realizaron en otras areas geograficas.
sea preciso que se produzcan alteraciones moleculares en varias enzimas relacionadas con el
metabolismo de la Hcy para que ésta aumente en el plasma. También es de destacar que los
estudios que han encontrado una relacién entre las variantes alélicas del polimorfismo C677T de la

MTHFR han incluido con frecuencia a pacientes jévenes. [66]

Estos resultados discrepantes de diferentes estudios sugieren que hay interacciones complejas
genético-medioambientales en la etiologia de la enfermedad coronaria en relaciéon con la

hiperhomocisteinemia. ¢®

13



Un metaanalisis de 8 estudios casos-controles sugiere que el genotipo TT es un modesto aunque
significativo factor de riesgo para presentar enfermedad coronaria. El que el genotipo TT (un

fuerte predictor de hiperhomocisteinemia en la poblacién general. !

El metaanalisis mas reciente llevado a cabo a este respecto parece confirmar que el genotipo TT
presenta un mayor riesgo de enfermedad coronaria, sobre todo en presencia de niveles bajos de

folatos. [*®

Un metaanalisis de 27 estudios observacionales, con aproximadamente 4000 pacientes mostro
que la hiperhomocisteinemia se asociaba con un incremento del riesgo en eventos coronarios
fatales y no fatales (odds ratio: 1,7; intervalo de confianza 95%: 1,5-1,9), enfermedad
cerebrovascular (odds ratio: 2,5; intervalo de confianza 95%: 2-3), y enfermedad vascular
periférica (odds ratio: 6,8; intervalo de confianza 95%: 2,9-15,8),La magnitud del riesgo era similar
a la de otros factores de riesgo coronario como la hipercolesterolemia o el tabaquismo,
estimandose que aproximadamente el 10% de la enfermedad coronaria en la poblacién general

[66, 67,681 Asumiendo una relacién lineal entre los

podia atribuirse a la hiperhomocisteinemia.
niveles de Hcy y el riesgo cardiovascular, una elevacién de 5 umol/L de los niveles de Hcy total

conllevaria un aumento de riesgo cardiovascular de 0,33 (similar a una elevacidon de la

concentracién plasmatica de colesterol total de 0,5 umol/L). [66, 67,68]

El European Collaborative Study concluyd que la Hcy total era un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de la arteriosclerosis, calculando un aumento del riesgo relativo de enfermedad
vascular arteriosclerdtica de 1,35 en hombres y 1,42 en mujeres por cada 0,5 umol/L de aumento

de los niveles basales de Hcy total. [65]

14



Este meta-andlisis de estudios observacionales sugieren que la homocisteina elevada es un
modesto predictor independiente de riesgo de cardiopatia isquémica y los accidentes

cerebrovasculares en personas sanas las poblaciones.

Konrad , Miller en el 2004 estudiaron la asociacién entre la elevacién de las concentraciones
plasmaticas de homocisteina en la fase aguda de disecciones espontaneas de las arterias cervicales
y la presencia de polimorfismo MTHFR 677 genotipo TT , demostrando que los niveles de
homocisteina fueron influenciados por el género, el tabaquismo, la aparicién de la hipertension,
los niveles vitamina B12 y folato, y por el genotipo MTHFR TT. El polimorfismo MTHFR 677
genotipo TT, no se asocio de forma independiente con la aparicion de la disecciéon espontanea de
las arterias cervicales. Estos datos sugieren que niveles elevados de homocisteina se asocia con la
aparicion de la diseccidén espontdnea de las arterias cervicales. El polimorfismo C677T MTHFR se

asocia con el nivel de homocisteina. "%

Kudaibergenova, Moldotashev , en 2012 realizaron un estudio para determinar la influencia del
polimorfismo del gen MTHFR en pacientes con accidente cerebrovascular isquémico en la
Republica de Kirguistan. El estudio genético molecular del polimorfismo C677T en el gen MTHFR se
llevd a cabo en 107 pacientes de Kirguistan con accidente cerebrovascular isquémico. La
limitacion motora-funcional se evalud por la escala de accidente cerebrovascular escandinava se
asocié mayo limitacidn con deteccion de los genotipos TT del polimorfismo C677T en el gen de la
MTHFR (0,05 y 0,14, p <0,04). En comparacién con tension arterial normal vy accidente
cerebrovascular, el desarrollo tensiones arteriales altas se asocia con la presencia de los

71]

genotipos TT mutantes de polimorfismo C677T en el gen de MTHFR (1,9% versus 9,1%, p< 0,04).[

Al-Allawi , Avo , en el 2009 realizan un evaluar el polimorfismo del gen C677T MTHFR como un

posible factor de riesgo en los pacientes con accidente cerebrovascular isquémico en Irak. Un
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estudio de casos y controles en un hospital universitario en el norte de Irak. La poblacién del
estudio incluyd a 70 pacientes con accidente cerebrovascular isquémico diagnosticado por
tomografia computarizada (TC) o la resonancia magnética (RM) y 50 controles emparejados por
edad y sexo. La edad media de los pacientes fue de 60 afios y el 54% eran varones. El andlisis del
gen MTHFR C677T genotipo TT fue detectado en el 20% de los pacientes y en el 6% de los
controles y el genotipo CC en el 37% de los pacientes y en el 54% de los controles. El riesgo
calculado de accidente cerebrovascular isquémico en los pacientes con genotipo TT fue 4,85 veces
mas que los sujetos con genotipo CC (P = 0,03). Nivel de homocisteina en el suero fue
significativamente mayor en los pacientes que en los controles (P = 0,02). Los niveles de
homocisteina sérica fueron significativamente mayores en los pacientes con genotipos TT y CT en

comparacion con aquellos con el genotipo CC (P <0,001 y p = 0,04, respectivamente). (72]

Arsene , Gaina ,en el 2011 evaluaron la asociacién de los dos polimorfismos MTHFR C677T y
A1298C con accidente cerebrovascular isquémico en una serie de pacientes de un centro
hospitalario .En el estudio participaron un total de 127 pacientes (67 con accidente
cerebrovascular isquémico no cardioembdlico diagnosticado por tomografia computarizada o
resonancia magnética) y 60 casos de control. La edad media de los pacientes con ictus fue 68,73
afios, y el 55,2% eran varones. Se reveld la presencia del genotipo TT en los sujetos control mas
que en la serie ictus (15% y 7,46% respectivamente). Ademas, el alelo T en general (CT + TT casos)
estaba presente en el 71,6% de los casos de control, en comparacion con pacientes con accidente
cerebrovascular 44,7%. Alelo 1298C fue casi igual entre las dos series. Los dos polimorfismos
MTHFR C677T y A1298C, no parecian estar relacionados con la aparicion del accidente

cerebrovascular isquémico. ”*
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Isordia |, Majluf A en el 2010 investigaron la posible asociacion entre el polimorfismo C677T en el
gen MTHFR vy el accidente cerebrovascular isquémico idiopatica en el joven mexicano-mestizo de
la poblacién.178 pacientes <45 afos con ictus isquémico idiopdtica y 183controles se estudiaron
para determinar el polimorfismo C677T en el gen de la MTHFR. Las causas de trombofilia primaria,
asi como los factores de riesgo clasicos de la enfermedad aterotrombdtica también fueron
evaluadas. No hubo una diferencia significativa en la distribucién de los genotipos entre los
pacientes y los controles (p = 0,01), pero la frecuencia del alelo fue similar en ambos grupos (p =
0,09). El analisis univariante identifico el alelo T como factor de riesgo para el ictus isquémico (TTy
portadores CT), en comparacién con los homocigotos para el alelo C (p = 0,01). Ademas, el alelo T

se asocié significativamente con un accidente cerebrovascular isquémico grandes vasos. [74]

Los estudios sobre el impacto en el riesgo de enfermedad de las variantes genéticas que afectan
las concentraciones de homocisteina ayudara a determinar si la homocisteina es causal

relacionados con la enfermedad vascular.
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V. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud publica mundial. Hoy en dia
constituyen la primera causa de enfermedad y muerte en el mundo occidental y continuaran

avanzando en los paises en vias de desarrollo hasta sobrepasar a las enfermedades infecciosas.

Actualmente, y de acuerdo con la Federacion Mundial del Corazén, las enfermedades
cardiovasculares ocupan el primer lugar de morbilidad y mortalidad en casi dos terceras partes de

la poblacién mundial.

El EVC isquémico es una causa principal de muerte y discapacidad en los paises desarrollados. En
Meéxico, la enfermedad cerebrovascular isquémico representa la sexta causa de muerte en la

poblacién general.

Estudios anteriores identificaron un polimorfismo comun (C677T) en el gen que codifica para la
MTHFR como un factor de riesgo genético para el accidente cerebrovascular isquémico y la
enfermedad de la arteria coronaria. Sin embargo, estos resultados no siempre han sido

confirmados .

En Meéxico se considera que la mutacidon 677 de la MTHFR es el tipo de trombofilia
hereditaria con mayor prevalencia 63% y contribuye a trombofilia en pacientes jovenes hasta
64% , sin embargo con pocos estudios en poblacién mexicana, asi mismo el EVC ocupa el
quinto lugar en mortalidad en la poblacidn adulta en nuestro pais ademas es una de las cinco
causas de ingreso a nuestro Hospital, por lo cual se pretende confirmar esta asociacién en

nuestra poblacion.
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VI. Planteamiento del problema

El incremento en la tasa de morbi-mortalidad de enfermedad cardiovascular en nuestro pais hace
que el accidente vascular cerebral tipo isquémico constituya un problema de salud publica. Por lo
que la identificacién de factores etioldgicos o de riesgo en poblacién adulta requiere de multiples
estudios tanto clinicos como basicos. Se conoce que el accidente vascular cerebral tipo
isquémico genera gran impacto social y econdmico; por lo anterior consideramos necesario
evaluar la asociacion del polimorfismo C677T en el gen MTHFR con el accidente vascular cerebral
tipo isquémico en poblacién adulta en México. Lo que nos lleva a plantear la siguiente pregunta

de investigacion:

¢ La expresion del polimorfismo C677T de la MTHFR se relaciona con un incremento en la

incidencia de EVC isquémico?
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VII. Hipdtesis

La expresion del polimorfismo C677T de la MTHFR se asocia con un incremento en la incidencia

de EVC isquémico.

Variables

Dependiente :

*  EVClIsquémico

Independiente:

* Laexpresion del polimorfismo C677T de la MTHFR

VII. OBJETIVOS

e Determinar que la expresion del polimorfismo C677T de la MTHFR se asocia con un

incremento de la incidencia de EVCisquémico.
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IX Material y métodos

e Estudio No experimental. Casos y controles.

e Universo de trabajo.

= Pacientes internados con el diagnostico de EVC en el servicio de Urgencias del

HGR1 Carlos Mc gregor Sanchez Navarro del IMSS.
e Método muestral
= Muestreo no probabilistico por casos consecutivos.

e Tamafio de muestra.

n= (Za\/ﬁ + zf/p1lql + /p0q0 )2 +(pl—-p0)2

pOR
Pl=10 =T
1+p0(R-1)
B 1
P =201+ p0)
q=1-p
qgl=1-pl1
q0=1-p0

Muestra: 150 casos, pareados con 150 controles.
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Criterios de inclusion

» Pacientes adultos con EVC isquémico, documentado por TAC simple/TAC multimodal

/RM.

» Pacientes con EVC isquémico con secuelas o sin secuelas.

* Mayores de 16 afos.

e Ambos sexos

e Acepten participacion en el protocolo de estudio.

e Grupo control:

» Pacientes internados en el servicio de Cirugia general.

e Mayores de 16 afios.

e Sin antecedente de EVC

e Sin antecedente de trombofilia.

* Ambos sexos

» Acepten participacién en el protocolo de estudio.
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Criterios de no inclusion

e Pacientes con Insuficiencia renal aguda o crénica

» Insuficiencia hepatica.

 LES

» Hipotiroidismo

* Enfermedad inflamatoria intestinal

* Anemia perniciosa

 Anemia megaloblastica.

e Embarazo.

* No aceptacidén del paciente para ingresar al estudio

Criterios de exclusién

e Pacientes con EVC hemorragico.

e Pacientes con EVC manejados con trombolisis.

e Pacientes con EVC manejados con reperfusién invasiva.

e Pacientes de cirugia con EVC reciente o enfermedad aterotrombotica.

e Pacientes que no desearon continuar con el estudio



Variables

* Independiente:

* Polimorfismo 677 MTHFR. cualitativa dicotémica Definicion: Sustitucion de cisteina por
timina a nivel del nucledtido 677 (C677T) del gen codificante de la MTHFR. Tipo de
variable: Cualitativa nominal .Se medird por secuencia de ADN y ARN. Genotipos: C/C

(genotipo silvestre), C/T (genotipo heterocigoto) y TT (genotipo polimérfico).

* Dependiente:

* Evento Vascular Isquémico: cualitativa dicotémica. Definicion: desarrollo de sintomas vy
signos clinicos de alteracion focal o global de la funcidn cerebral, con sintomas que tienen
una duracion de unas horas o mds, o que progresan hacia la muerte y no tienen otra causa
aparente que un origen vascular por disminucidn en el aporte sanguineo. O presencia de
Hipodensidad compatible con infarto o dignos tempranos demostrados en la tomografia
de craneo simple con signos y sintomas acompafiantes. (Alteraciones tempranas del EVC
por tomografia: reforzamiento de la arteria cerebral media, edema localizado, disminucién
de la relacion sustancia gris-blanca, disminucion de la visualizacidon de los ganglios de la
base). Tipo de variable: Cualitativa nominal.

e Variables de confusion

e Variable confusora: Sexo.
e Definicion: Fenotipo del humano con sus caracteristicas fisicas, bioldgicas y sociales que

establecen diferencias entre el hombre y la mujer. Operacionalizacion: Sexo referido por el
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paciente, a través del cuestionario. Tipo de variable: Cualitativa nominal Indicador: 1.

Hombre, 2. Mujer

Variable confusora: Edad
Definicion: Tiempo entre la fecha de nacimiento y la fecha en que se aplica la encuesta.
Operacionalizacion: Edad en afios cumplidos al momento de la entrevista, referido por el

paciente. Tipo de variable: Cuantitativa discreta. Indicador: afios cumplidos

Variable confusora: Diabetes Mellitus 2

Definicion: Trastorno de Hidratos de Carbono. Operacionalizacion: Diagnéstico previo de
Diabetes Mellitus; Ingesta de fdrmacos hipoglucemiante o uso de insulina; Glucemia
central mayor de 126 en dos o mds determinaciones a partir de su ingreso; Glucemia
mayor de 200 mas sintomas clasicos de la Diabetes Mellitus; Hemoglobina glucosilada

mayor de 6.5 %. Tipo de variable: Cualitativa nominal dicotémica .Indicador: 1.Si, 2. No

Variable confusora: Hipertensién Arterial

Definicion: Condicién médica caracterizada por un incremento de las cifras de presién
arterial. Operacionalizacion: Diagndstico previo de hipertension arterial, referido por el
paciente 6 tension arterial medida durante la entrevista >130/85mmHg. Tipo de variable:

Cualitativa nominal dicotdomica. Indicador: 1. Hipertension, 2. No Hipertension

Variable confusora: Dislipidemia
Definicion: Alteracion de las concentraciones de lipidos y lipoproteinas en la sangre.

Operacionalizacion: Diagnodstico previo de hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia,

25



referido por el paciente 6 medicion de lipidos en quimica clinica con alguno de los
siguientes valores: a) Colesterol total >200mg/dl. b) Triglicéridos >150mg/d Tipo de

variable: Cualitativa nominal Dicotdmica Indicador: 1. Dislipidemia, 2. No Dislipidemia

Variable confusora: Obesidad

Definicion: Condicion patoldgica caracterizada por el exceso de peso dado por el aumento
de la grasa corporal. Operacionalizacién: indice de Masa Corporal (cociente entre el peso
en kg y la talla al cuadrado) Tipo de variable: Cualitativa ordinal Indicador: 1. Normal 18-

24.9 kg/m?, 2. Sobrepeso 25-29.9 kg/m?, 3. Obesidad >30kg/m?

Variable confusora: Cardiopatia Isquémica:
Definicion: Antecedente de infarto agudo de miocardio, angina inestable o angina estable
con o sin tratamiento médico farmacoldgico o intervencionista. Tipo de variable:

Cualitativa Dicotémica Indicador: 1. Cardiopatia isquémica, 2. No Cardiopatia isquémica.

Variable confusora: Tabaquismo

Definicion: Historia de ingesta de tabaco. Tipo de variable: Cualitativa Dicotdmica

Indicador: 1. Tabaquismo, 2. No tabaquismo.
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Procedimiento.

e Una vez reunidos los criterios para ingresar al estudio, informados y con carta de
aceptacion firmada, Se incluirdn pacientes hospitalizados en HGR 1, con diagndstico de
ingreso al servicio de urgencias de Evento vascular cerebral isquémico, definido como
afeccion caracterizada por un rapido desarrollo de signos clinicos focales (en ocasiones
globales) de la alteracidn en las funciones cerebrales, con una duracién mayor de 24 horas
o de curso fatal, sin otra causa aparente distinta de la vascular, ya sea con criterio clinico
o tomografico. A los cuales se aplicara cuestionario y se tomaran muestras sanguineas
para analisis de ADN 3 tubos, las muestras serdn centrifugadas y separadas en sus
diferentes componentes para su posterior traslado y almacenamiento en refrigeracién,
bajo los pardmetros establecidos en la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica del
Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI, donde se llevaran a cabo
los estudios referentes al andlisis genético, comparado con un grupo control de pacientes
sin EVC ,ni enfermedad aterotrombadtica reciente , con caracteristicas basales similares, de
hospitalizacion de cirugia general del HGR 1. Se realizard la determinacién del

polimorfismo de 677 de la MTHFR en ambos grupos.
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Determinacion de polimorfismo.

e La extraccion de ADN vy el ensayo de genotipificacién seran realizados tomando como

muestra al concentrado de leucocitos de las muestras sanguineas.

e Se utilizara para cada tubo 1ul de sangre total sin tratamiento previo. Se afiadiran 40 pl de
mezcla de reaccidn de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) compuesta de 20 ul de

(QTM SYBR® Green Supermix. Bio-Rad).

* La determinacion del genotipo se basa en una técnica de PCR alelo-especifica en la que se

utiliza un Unico tubo por muestra.

« Se utilizaran 2 tipos distintos de primers sentido, cada uno de ellos contiene una base
distinta en el extremo 3’ terminal que se corresponde con una de las 2 variantes alélicas

del polimorfismo seleccionado, y un primer antisentido que amplifica con ambos alelos.

Analisis estadistico

e Las variables cuantitativas se expresaran como media + desviacién estdndar y las
cualitativas como porcentajes. Se evaluara la distribucion de las variables continuas
mediante pruebas de normalidad. Se realizard un analisis descriptivo de la informacidn

mediante frecuencias simples, porcentajes, medidas de tendencia central y de dispersién.

» La comparacion de diferencias entre las variables cualitativas se realizara mediante el test

de la x2 o el test exacto de Fischer.
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Se llevara a cabo un anadlisis multivariado con finalidad de obtener la razén de momios de
prevalencia ajustada entre el polimorfismo C677T MTHFR y la enfermedad vascular
cerebral tipo isquémico.. El analisis multivariado también permitird conocer la asociacién
entre las variables confusoras y la ocurrencia de la enfermedad vascular cerebral tipo

isquémico.

El nivel de significacion estadistica se establecerd en los diferentes test empleados para un

valor de p < 0,05 en sentido bilateral.

Consideraciones Eticas

Este estudio cumple con los principios fijados por la XVIIl Asamblea Medica Mundial en la
declaracién de Helsinki, la cual determina las recomendaciones para orientar a los
médicos que realizan investigaciones biomédicas que incluyen sujetos humanos adoptadas
por la XVIIl Asamblea Medica Mundial Helsinki, Finlandia, Junio 1964 y enmendadas por la
XXIX Asamblea Medica Mundial (Tokio, Japdn, octubre 1975), la XXXV Asamblea Medica
Mundial, Venecia, Italia (octubre 1983), y la XLI Asamblea Medica Mundial, Hong Kong
(septiembre 1989) y por la XLVIIl Asamblea General (Somerset West, Republica de

Sudafrica, octubre 1996).

En acuerdo a lo dispuesto el Titulo Quinto, Capitulo Unico, con todas sus Fracciones en la
Ley General de Salud, ultima reforma publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 18
de diciembre de 2007, el Titulo Segundo, Capitulo I, Articulo 17, Fraccién I, del

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion en Salud, ultima
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reforma publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 06 de enero de 1987; se
considerd esta investigacion Sin Riesgo ya que el desarrollo del protocolo no afectara el

manejo terapéutico requerido por los pacientes que ingresen al estudio.

El trabajo de investigacién sera aprobado por el Comité Local de Investigacién del Hospital

General Regional Gabriel Mancera del IMSS.

Este estudio representa un riesgo mayor al minimo debido a la toma de muestras

sanguineas.

Los pacientes serdn incluidos en el estudio sélo después de ser informados acerca de la
naturaleza del estudio y dar su consentimiento por escrito para la utilizacién de sus

muestras sanguineas.

Se tendrd cuidado y se aplicaran las normas de seguridad necesarias para los pacientes de
acuerdo a los principios contenidos en el Codigo de Nuremberg, la Declaracién de Helsinki,

la Enmienda de Tokio y el Informe Belmont.
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ANEXOS

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DEL PROTOCOLO

“

Influencia del polimorfismo C677T de la metiltetrahidrofolato-reductasa en Ila
enfermedad vascular cerebral ”

FECHAS ACTIVIDADES.
ENERO 2013 DISENO DEL PROTOCOLO
FEBRERO 2013 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA
FEBRERO 2013 REDACCION DEL PROTOCOLO
MARZO 2013 MODIFICACIONES DEL PROTOCOLO
ABRIL — DICIEMBRE 2013 RECOLECCION DE DATOS ,IDENTIFICACION DE

PACIENTES Y TOMA DE MUESTRAS

DICIEMBRE 2013 PROCESAMIENTO DE DATOS
ENERO 2014 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS
ENERO 2014 ELABORACION DE CONCLUSIONES
FEBRERO 2014 REDACCION DEL ESCRITO O ARTICULO CIENTIFICO
FEBRERO 2014 ENVIO PARA SU PUBLICACION.
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Folio:

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

HOSPITAL GENERAL REGIONAL 1: DR CARLOS MACGREGOR SANCHEZ NAVARRO

MEDICINA INTERNA

Influencia del polimorfismo C677T de la metiltetrahidrofolato-reductasa en la
enfermedad vascular cerebral

Hoja de recoleccion de datos.

Nombre: Tel:
Afiliacion:

Edad:

Sexo:

Fecha:

IMC: T/A: Peso: Talla:

Antecedentes |

Tabaquismo Si No
Diabetes Mellitus Si No
Dislipidemia Si No
Hipertension Arterial Si No
Sistémica

Cardiopatia isquémica Si No

Laboratorios:

Glucosa mg/d|
Colesterol mg/dl
Trigliceridos mg/dI
Polimorfismo Alelo C T

GenotipoCC CT TT
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