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DETECCION DE MUTACIONES EN EL GEN TGFRB2Y DEL
POLIMORFISMO C677T DEL GEN MTHFR EN PACIENTES MEXICANOS
CON DISECCION ARTERIAL CERVICO-CEREBRAL.

1. Antecedentes.

Introduccién.

La diseccién arterial cérvico cerebral (DACC) es una causa frecuente de infarto cerebral,
especialmente en sujetos menores de 45 afios de edad(1-4). En México representa la
primera causa de Infarto cerebral (IC) en jovenes(2).

La DACC se produce cuando la sangre penetra entre las capas de la pared arterial y
origina un hematoma intramural que causa estrechamiento de la luz del vaso. Hay casos
asociados a enfermedades del tejido conectivo, en la actualidad la disponibilidad de
meétodos diagndsticos no invasivos ha contribuido a que esta enfermedad se diagndstique
con mayor frecuencia. Las opciones terapéuticas incluyen el uso de antiagregantes
plaquetarios y de anticoagulantes, aunque hasta ahora no se cuenta con una evidencia
clara a favor de uno y otro tratamiento(3, 5).

Aspectos Epidemiolégicos.

Se reconoce a la DACC como una de la principales causas de IC en jévenes, con
incidencia anual calculada, en estudios poblacionales de 2.3 a 3.0/100,000 habitantes por
afo para diseccion carotidea y de 1 a 1.1 /100,000 habitantes por afo en diseccion
vertebral.(6) La diseccidén extracraneal de la arteria carétida interna se presenta, segun
estos mismo estudios, en 1.7 a 3.0/100,000 habitantes afio, mientras que para las
porciones extracraneales de las arterias vertebrales, la incidencia anual es de
0.97/100,000 habitantes, lo que sugiere que la afeccién carotidea se presenta con una
frecuencia hasta dos veces mas que la vertebral(4, 6). Sin embargo, en la serie
canadiense y en la casuistica del Instituto Nacional de Neurologia de México, la diseccién
vertebral es mayor que la carotidea(2, 7).

La edad de presentaciéon mas frecuente es el quinto decenio de la vida, pero se ha
informado que en pacientes con antecedentes familiares de diseccion, tiende a
presentarse a edad mas temprana (en promedio 38.7 afos)(8).

Fisiopatologia.

La DACC se presenta por el desprendimiento de la capa intima de la pared arterial,
permitiendo la formacién de un hematoma intramural, lo que se determina luz falsa. Se
postula que el hematoma es el evento primario, y que la presencia del desprendimiento de
la media es la consecuencia patolégica de su rotura hacia la luz arterial(1, 3).



Independientemente del evento primario, el hematoma puede extenderse en forma
excéntrica en direccion de la subintima o subadventicia , disminuyendo el calibre de la luz
arterial o la dilatacion con la formacién secundaria de aneurisma disecante.

La Diseccion Arterial Cérvico-Cerebral (DACC) se produce por el desgarre de la pared de
la arteria carétida o vertebral, lo que conduce a la formaciéon de un hematoma intramural.
Los coagulos formados en la zona de bajo flujo dentro del lumen arterial falso pueden
originar un émbolo distal; el hematoma mural, eventualmente ocluira a la arteria. La
estenosis resultante o trombosis, puede llevar a hipoperfusion o embolizacion distal,
causando un infarto cerebral (IC). La embolizacién ocurre en aproximadamente 80% de
los pacientes con diseccion (4)

Una vez que existe una laceracion en las arterias, la sangre penetra entre las capas de la
pared arterial. La separacién de estas capas condiciona estenosis cuando este es
localizado entre la intima y la media, y dilatacion aneurismatica cuando el hematoma
intramural se localiza entre la intima y la adventicia.

La diseccion carotidea ocurre mas frecuentemente 2 a 3 centimetros distal al bulbo
carotideo(9, 10), mientras que los sitios mas comunes de diseccion vertebral, son el
segmento V2 'y V3 (10-12).

Causas y Factores predisponentes.

En la mayoria de los casos, la busqueda de las etiologias que subyacen a la DACC, han
tenido resultados que decpecionan. Las anormalidades congenitas o adquiridas de la
capa media arterial y elastica, pueden predisponer a diseccion, pero rara vez se logra
documentar. Diferentes estudios han sugerido que la presencia de una arteriopatia
subyacente juega un papel importante en la patogénesis de la DACC, especialmente en la
diseccion espontanea.

Aproximacion genética:

Se ha postulado que los pacientes con DACC pueden tener una debilidad constitucional
de la pared arterial genéticamente determinada, y los factores ambientales como infeccién
o trauma menor, podrian actuar como desencadenantes. (13-15)

Varios argumentos sugieren que el factor genético puede jugar un rol importante,
como parte de una predisposicion multifactorial.

1. La DACC es asociada con enfermedades monogénicas del tejido conectivo, como
el sindrome vascular de Ehlers-Danlos tipo IV(16), Sindrome de Marfan, y
osteogénesis imperfecta.

2. Estudios con microscopia electronica , han mostrado anormalidades de la
colagena y de las fibras elasticas en la dermis reticular que recuerdan los
hallazgos en pacientes con Sindrome de Ehlers-Danlos.(13)



3. Se han sugerido que alteraciones sistémicas en los componentes del tejido
conectivo pueden asociarse con debilidad de la pared del vaso, y que los
pacientes con DACC pueden sufrir de una arteriopatia generalizada. Ya que estos
pacientes presentan anormalidades arteriales concomitantes, como displasia
fibromuscular, dilatacién del arco adrtico(17), hiperdistensibilidad de las paredes
arteriales(18) o disfuncion endotelial.(19) Ademas de asociacion con aneurismas
intracraneales (20) y cambios histolégicos en la arteria temporal.(21)

La busqueda sistematica de mutaciones se ha dirigido a los genes previamente conocidos
por su papel en los desérdenes del tejido conectivo. La mayoria de las asociaciones
genéticas estudiadas han mostrado resultados negativos. Tentativos loci fueron
identificados en los cromosomas 15q y 10926 en una familia con alteraciones en el tejido
conectivo, pero el poder de analisis fue insuficiente para demostrar asociacion.(22-26).

La asociacion positiva observada con una delecion de dos pares de bases en la region
3'UTR del gen COL3A1 y el polimorfismo E469K en el gen de la ICAM-1, no han sido
replicados y deben ser considerados con precaucion (22).

Los resultados hasta ahora no son alentadores, excepto por reportes para mutaciones en
genes que codifican para la molécula de colageno tipo V (COL5A1, COL5A2) pero su
repercusion en la patogénesis de la DACC es incierta (22).

La asociacibn mas promisoria fue encontrada con el polimorfismo C677T en el gen
MTHFR (codifica para la 5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa) en tres estudios
diferentes (27-29); aunque hay resultados contradictorios.

Un estudio mexicano(30) que examind la asociacion entre diferentes polimorfismos
frecuentemente encontrados en pacientes jovenes con infarto cerebral y DACC, mostré
que la frecuencia de los portadores de los alelos de MTHFR/677T no fue
significativamente diferente entre pacientes y controles (OR 1.56, 95% CIl 0.81-1.56,
p=0.09), aunque la muestra fue discreta.

La MTHFR constituye wuna enzima que cataliza la conversion de 5,10-
metilentetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato, que actua como co-sustrato para la
remetilacion de la homocisteina en metionina. Indirectamente, al ser una enzima integrada
en el ciclo de los folatos, interviene en el mantenimiento equilibrado de las distintas
poblaciones de folatos intraeritrocitarios y en la metilaciéon del acido desoxirribonucleico.
Asi pues, dada la funcién principal de la MTHFR, podemos entender la relacién teédrica
inversamente proporcional que existe entre la accion de dicha enzima y los niveles de
homocisteina.

La accién de la MTHFR contribuye a ‘aclarar la homocisteina del plasma. La
homocisteina es un aminoacido resultante de la desmetilacion de la metionina que
adquirimos en la dieta a través de la ingesta de proteinas. Se sabe que la homocisteina



dana la matriz vascular por mecanismos oxidativos, disminuye la accién antitrombética del
endotelio (31).

En 1994 se encontré que el gen humano de la MTHFR estaba en el cromosoma 1
(1p36.3) y en 1998 se definidé su estructura(32, 33)

Frosst et al describieron en 1995 la sustitucion de citosina por timidina en la posicion 677
de la secuencia de nucleétidos que codifican la MTHFR en una poblacién canadiense de
origen francés. Este cambio provocaba la sustitucion de alanina por valina en la posicion
222 de la estructura proteica (ALA222VAL). Esta variante enzimatica presentaba una
susceptibilidad mayor a la degradacion por el calor que la variable salvaje; es, por tanto,
una variante termolabil (31-33).

Recientemente el rol del factor de factor de transformacioén de crecimiento 3 (TGFB) es
sefalado en la patogénesis de la enfermedad arterial. En particular la mutacion del los
genes del receptor del TGFB 1 y 2. El espectro del fenotipo de sus alteraciones incluye:
enfermedad vascular con tortuosidad arterial y una fuerte predisposicion para presentar
aneurismas y diseccion arterial. Un estudio secuencio todos los exones del gen TGFR[2
en 56 pacientes con DACC encontrando mutaciones en dos pacientes. En el paciente 1
se detecto una transicion C1115A=>G en el exdn 4, condicionando la mutacion pK372R
que es la sustitucion de una lisina por una arginina, afectando el dominio de la cinasa. En
el paciente 2 se identifico la transicion C414T=>C en el exén 3 condicionando la mutacion
pC138R, que influye en el dominio extracelular de la proteina, involucrado la unién y
sefalizaciéon de TGFB2. Estos hallazgos indican que las mutaciones en el gen TGFR[2
son responsables del 3.6% de los casos de DAC (95% IC 0.0-8.4). Lo que enfatiza la
importancia de considerar la caracterizacion molecular del gen TGFBR2 en estos
pacientes (34)

El TGF-b es una superfamilia de proteinas integrada por mas de 35 citocinas que incluye
a las activinas, inhibinas, proteina morfogénica de hueso (BMP, por sus siglas en inglés),
hormona anti-miuleriana y al factor de crecimiento transformante b propiamente dicho, que
regulan una gran cantidad de actividades biolégicas como proliferaciéon, migraciéon y
apoptosis en diferentes tipos celulares, tanto en el estado adulto como durante el
desarrollo embrionario (35).

Todos estos factores de crecimiento comparten un grupo de residuos de cisteina
altamente conservados que forman una estructura comun, sostenida por enlaces disulfuro
intramoleculares (36, 37).

El TGF-b es considerado como una citocina multifuncional (pleiotropica) debido a los
efectos que tiene sobre los diferentes tipos celulares. Es el inhibidor mas potente de
proliferaciéon en células mieloides, mesenquimales, epiteliales, linfoides, endoteliales y en
varios tipos de células malignas. Alternativamente, puede estimular la proliferacién de
fibroblastos normales en células no epiteliales y cierto tipo de células mesenquimales. Es
un fuerte estimulador de la sintesis y depdsito de proteinas de matriz extracelular por



parte de fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales; ademas, induce la expresion de
integrinas y receptores que median las interacciones celulares con proteinas de matriz
extracelular. Particularmente el TGF-b1, también induce otros eventos intracelulares como
la regulacion de factores de crecimiento que intervienen en la diferenciacién celular (38).
En humanos se han descrito tres formas del TGF-b (-b1, -b2 y -b3), las cuales residen en
diferentes cromosomas (19913, 1941 y 14924, respectivamente) (39).

El TGF-b es producido como un precursor dimérico de 25 kDa, secretado en forma latente
(anclado a superficie celular o a la matriz extracelular), que posee 390 aminoacidos, en el
cual la porcion C-terminal de 112-114 aminoacidos posee nueve residuos de cisteina, y es
la region activa después de que es cortada proteoliticamente en el aminoacido (40).

La activacion del TGF-b es dada por varios factores, incluyendo pH extremo, altas
temperaturas, proteolisis limitada o desglucosilacién del péptido asociado a la latencia
(LAP, por sus siglas en inglés) (41). También existe un mecanismo particular de
activacion, iniciado por la unién del complejo latente del TGF-b1 a la glucoproteina de
matriz extracelular llamada trombospondina 1 (TSP-1) (42).

Muchos tipos celulares expresan los TGF-b1 y TGF-b2 con 70% de homologia en su
secuencia de aminoacidos, mientras que el TGF-b3 es sintetizadopor células
mesenquimales y posee 79% de homologia con el TGF-b2.

La estructura tridimensional de la proteina del TGF-b1 comienza en el extremo N-terminal
con una cadena a-hélice (a1) seguida por una cadena b-plegada (b1) y una cadena b-
plegada antiparalela irregular. En segundo término, sigue una segunda cadena a-hélice
(a2) y un asa larga con numerosos contactos hidrofébicos. Se continia con una segunda
cadena b-plegada (b2), otra asa larga y una tercera cadena a-hélice (a3), la cual termina
con un giro b-tipo Il y un asa larga. El extremo C-terminal de la molécula forma una
estructura b-antiparalela extensa con un giro b tipo Il. Las cadenas b3, b4, b5, b6 y b7
plegadas se forman por apareamiento de residuos intercatenarios del extremo C-terminal
de la proteina.(40)

Se han descrito tres tipos de receptores para que el TGF-b lleve a cabo su sefializacion
(TGF-bRI de 53 a 65 kDa, TGF-bRIl con 83 a 110 kDa y TGF-bRIII que va de 250 a 310
kDa.

Se presentan algunas diferencias entre los receptores tipo | y Il que se basan en la
conservacion de los dominios con actividad de cinasa y la presencia de un dominio
serina/treonina (dominio GS) que se encuentra anclado a la membrana en el receptor tipo
| 'y el cual es critico para su activacion. Por otro lado, el receptor tipo Ill, también llamado
b-glicano, no tiene dominio de sefalizacion intracelular y puede ser anclado a la
membrana o secretado en forma soluble (43).

Los complejos del receptor son heterotetraméricos y consisten de dos receptores tipo Il a
los cuales se une el ligando, y dos receptores tipo I, que transmiten la sefal de



transduccién, a los cuales, en muchas ocasiones, no puede unirse el ligando
directamente. El ensamblaje del complejo heteromérico es iniciado por la union del
ligando y estabilizado por las interacciones entre los dominios citoplasmicos de los
receptores tipo | y Il.

Los efectos de las isoformas del TGF-b estan asociados a su disponibilidad, a la
combinacion de los tipos de receptores y a la via de senalizacion intracelular que inducen.
Todas las células normales y la mayoria de las células neoplasicas tienen receptores en
su superficie para el TGF-b1. Los receptores | y Il son los responsables de los efectos
bioldgicos del TGFb1 en las células.(40)

Algunos estudios enfocados en descubrir el papel del TGF-b indican una funcion en
procesos inmunes e inflamatorios, ya que suprime el crecimiento y diferenciacién de
muchos linajes de células inmunes, incluyendo células T y B.1 El TGF-b es producido por
todas y cada una de las células de linaje inmunoldgico y actia de una manera autécrina y
paracrina. Ademas de la regulacién de la proliferacion de células del sistema de defensa,
regula la expresion de moléculas de adhesion, especialmente en la médula ésea y en el
microambiente timico. Este también actia como un quimioatrayente para fibroblastos,
monocitos y neutréfilos e inhibe la activaciéon del sistema inmune por presentacion
antigénica o de interleucinas (IL). Ademas, las células T que entran en apoptosis normal
son el mayor objetivo del TGF-b, con una acciéon inmunosupresora drastica, e in vivo
aumenta las funciones efectoras y de memoria de los linfocitos T CD4+ antigeno-
especificos, inhibe la secrecion de IgG e IgM, suprime la hematopoyesis dependiente de
IL-3. De manera importante y relevante, el TGF-b también controla la proliferacion y
maduracion en células B y tiene un papel regulatorio critico en la expresion de IgA (38).
Se sabe que el TGF-b tiene un importante papel en la regulacién del ciclo celular. En
muchas células epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas actua inhibiendo la progresién
de la fase G1 del ciclo mitético, ya que estimula la produccion de p15, un inhibidor de
cinasas dependientes de ciclinas (CDC). Estos cambios resultan en un decremento en la
fosforilacion de la proteina Rb, la cual se une y secuestra miembros de la familia de
factores de transcripcion E2F e inhibe, de esta forma, la expresion de genes que regulan
el ciclo celular como los c-myc y c-myb. (39-42)

Factores externos, ambientales y factores de riesgo vascular.
Homocisteina

Dos estudios demostraron una débil asociacion (OR 1.33; IC del 95%; 1.04 a 1.70). En un
subanalisis se encontré una fuerte asociacion para concentraciones de homocisteina < de
12 micromoles/litro entre los casos (OR 11.02; IC del 95%; 2.25 a 44.23). Las deficiencias
incluyen sesgo de seleccion, falta de analisis multivariado, inclusion de suficientes casos.
(27, 30)



Migrafa.

Tzorio et al encontraron una fuerte asociacion (OR 3.6; IC 95%, 1.5 a 9.6) entre los casos
con DACC comparados con los pacientes de infarto cerebral de otra causa.(44)

Infeccién.

Las infecciones recientes, principalmente respiratorias, fueron mas frecuentes entre
pacientes con DACC en un estudio de casos y controles con un OR 3.0; IC del 95%, 1.1 a
8.2. Sin embargo no se evidencid asociacion entre anticuerpos contra chlamydia
pneumoniae y DACC en otro estudio.(14)

Edad.
Estudios muestran que la DACC ocurre con mayor frecuencia en pacientes jovenes
menores de 45 anos, cuando los factores de aterosclerosis son minimos.(45, 46)

Manifestaciones Clinicas.

Se pueden presentar una variedad de sintomas y signos dependiendo del territorio arterial
afectado y la presencia o no de sintomas isquémicos. El espectro clinico puede ser tan
amplio como:

1. Asintomatica.
Sintomas locales como cefalea o dolor cervical.
Isquemia cerebral transitoria.
Infarto cerebral.
Hemorragia Subaracnoidea, la cual ocurre solamente en disecciones arteriales
intracraneales principalmente en la circulacion vertebrobasilar. (2, 3, 47)
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La presentacion convencional de la DACC es la triada de dolor en el cuello o cefalea,
sindrome de Horner e isquemia cerebral. El dolo es el sintoma mas comun, llegandose a
presentar hasta en el 70% de los casos. El dolor en el cuello ocurre hasta en el 26% de
los casos y la cefalea en estallido puede indicar extension intracraneal o la presencia de
sangre subaracnoidea.(48)

Diseccion carotidea: Hasta en un 60% de los casos el dolor es el sintoma inicial. Puede
ser aislado, asociado con el evento isquémico o asociado con sintomas focales,
especialmente con sindrome de Horner. El dolor es usualmente unilateral, ipsilateral a la
diseccion y descrito como pulsatil e intenso localizado en el cuello, mandibula, faringe o
cara, puede ser agudo e inclusive explosivo o puede simular migrafia o hemicarnea
continua.(49)

La isquemia cerebral u ocular se desarrolla cuando la luz de la arteria se compromete o

contiene un trombo. La ceguera unilateral transitoria y la isquemia hemisférica son
manifestaciones de hipoperfusion y se pueden presentar como ataques breves o
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recurrentes. Los infarto cerebrales extensos son muy probablemente secundarios a
embolismo.(50)

Diseccion vertebral: Causan dolor en el cuello hasta en el 46% de los casos. Otros
sintomas importantes pueden ser vértigo, nausea, vomito, sensaciéon de adormecimiento
facial ipsilateral a la diseccién e inestabilidad a la marcha, que se reporta en el 50% de los
casos.(51)

Las manifestaciones isquémicas son infarto cerebral en el 67% a 85%. Los sindromes
vasculares del tallo cerebral que pueden presentarse incluyen: sindrome bulbar lateral,
sindrome bulbar medial, asi como sindrome pontinos y mesencefalicos, de la arteria
cerebral posterior o incluso medulares.(12)

Diagnéstico.

La angiografia convencional ha sido el estandar de oro en el diagnostico de las DACC,
mediante la cual se puede mostrar el lumen arterial y caracterizar las disecciones
arteriales carotideas y vertebrales. La diseccion arterial se puede mostrar como una
estenosis cénica alargada, imagen en doble lumen, oclusién o aneurisma disecante. La
forma mas comun es la estenosis con el 48%, seguida del patron oclusivo en 35% y la
aneurismatica en el 17%.

En la Imagen por resonancia magnética podemos observar un alargamiento arterial con
un borde de sefal hiperintensa, en media luna, alrededor del lumen arterial, este es el
signo mas tipico y especifico de diseccion. Otros hallazgos son un colgajo luminal, falso
lumen, estenosis acintada y aneurisma disecante. Una oclusion arterial carotidea o
vertebral sin evidencia de hematoma mural no puede ser diagnosticada como diseccién a
menos que ésta recanalice completamente, y subsecuentemente revele un aneurisma
disecante o una estenosis en flama por lo que un seguimiento por imagen es esencial.
Actualmente las caracteristicas tipicas de DACC pueden ser visualizadas por Angiografia,
angiorresonancia o angiotomografia. (4, 9, 10)

Tratamiento.
Sigue siendo controversial y varia desde el uso de antiagregantes plaquetarios,
anticoagulantes, trombolisis, cirugia y angioplastia con stent (11).

Pronéstico

Depende de la severidad del infarto cerebral y el riesgo de recurrencia. El estudio
CADIPS que evalu6 928 pacientes con diseccion arterial cérvico-cerebral, reporté que a
los tres meses de seguimiento el 74.7% de los pacientes con diseccion arterial carotidea
presentd un prondstico favorable (IRm=2) vs el 92.5% de la Diseccién vertebral. Sélo el
2.1% presentod recurrencia (47, 52).
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2. Planteamiento del Problema

La Enfermedad Vascular Cerebral (EVC) es un problema de salud publica. De acuerdo
con la OMS, la EVC constituye la segunda causa global de muerte (9.7%). De no existir
intervenciones de prevencién adecuadas, se calcula que para el ano 2030, su incidencia
se incrementara hasta 44%. Datos de la secretaria de salud de México, muestran que en
nuestro pais, la tasa de mortalidad por EVC se ha incrementado a partir del afio 2000,
particularmente en menores de 65 afos. Ademas es la primera causa de discapacidad
adquirida en adultos.(53, 54)

El Infarto cerebral en adultos jovenes (15-45 afos) trae serias consecuencias sobre su
vida laboral, social, educacién y planificacion familiar.

La DACC es la principal causas de IC en este grupo de edad y en nuestra serie
hospitalaria corresponde hasta el 30% de los casos.(55)

Se ha formulado la hipétesis de que los pacientes con DACC (habitualmente jévenes y
sanos), pueden tener una constitucion genéticamente determinada, que condicione
debilidad de los vasos y que al interactuar con algunos factores ambientales, como una
infeccidon o un trauma menor, desencadenen diseccién vascular. Se han estudiado
algunas variantes genéticas que se han asociado con incremento del riesgo a desarrollar
DACC; actualmente las mas promisorias son el polimorfismo C677T en el gen MTHFR y
la mutacién del gen TGFRB2. Lo que enfatizd la importancia de considerar la
caracterizacion molecular de estos genes en estos pacientes.

3. Preguntas de Investigacion.

¢ Es el polimorfismo C677T-MTHFR mas frecuente en pacientes con Diseccion arterial
cérvico cerebral respecto a controles sanos?

¢Es la mutacién del gen del receptor del TGFB 2 mas frecuente en pacientes con
Diseccion arterial cérvico cerebral respecto a controles sanos?

4. Justificacion.

Con este estudio se generd nuevo conocimiento sobre la susceptibilidad genética de la
DACC para contribuir a una mejor comprension de su fisiopatologia.

La gran mayoria de los estudios de asociacion genética son realizados en otras
poblaciones, por lo que la informacion sobre la susceptibilidad genética en la poblacién

mexicana, es limitada.
Las variantes genéticas encontradas podrian tener importantes implicaciones clinicas
respecto a consejeria individual y familiar.
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5. Hipébtesis.

Existe asociacion genética entre el polimorfismo C677T-MTHFR y/o la mutacién del gen
del receptor del TGFB 2 con la diseccidn arterial cerebro-cervical en la poblacion
mexicana.

6. Objetivos.

1. Determinar la frecuencia del polimorfismo C677T-MTHFR y la mutacion del gen del
receptor del TGF[ 2 en individuos con DACC y en un grupo de controles sanos.

2. Determinar si la presencia del polimorfismo C677T-MTHFR y/o la mutacién del gen del
receptor del TGF[ 2, condiciona mayor riesgo de presentar DACC.

7. Metodologia.

Se realizd un estudio de casos y controles, reclutamos sujetos con DACC y un grupo de
controles sanos, describimos las caracteristicas de los casos y estimamos la fuerza de
asociacion entre las variables predictoras (polimorfismo C677T-MTHFR y/o la mutacién
del gen del receptor del TGF 2) y la presencia-ausencia de DACC.

Se determind la muestra mediante la férmula para calcular muestras en estudios de casos
y controles:

2
[:l_%VZP(l—P)"'51_/;\/1’1(1-1’1 )+P2(1—P2 )]

=

(Pl P )2
Donde:
Frecuencia de exposicion entre los casos 0.10
Frecuencia de exposicion entre los controles 0.01
Odds ratio a detectar 2.00
Nivel de seguridad 0.95
Potencia 0.80
Numero de controles por caso 1
p1 0.10
p2 0.01
OR 2.00
TAMANO MUESTRAL MINIMO
Casos 100
Controles 100
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Se recolectd DNA de 100 pacientes con DACC y 100 controles sanos. A todos se les
tomé una muestra de sangre periférica para extraccion de DNA por métodos
convencionales, previo consentimiento informado. (ANEXO 1Y 2)

Casos

Pacientes con diagnéstico confirmado de infarto cerebral secundario a DACC. El
Infarto cerebral debia ser confirmado por Tomografia de craneo o Imagen por Resonancia
magnética de encéfalo. Podian haber sido diagnosticados desde enero del 2000 hasta
Marzo del 2013 por la clinica de enfermedad vascular cerebral del Instituto Nacional de
Neurologia de México.
En todos los casos se registraron los factores de riesgo vascular (Diabetes Mellitus,
Hipertension arterial, hipercolesterolemia, Tabaquismo), el reporte del examen fisico y
neuroldgico y ecocardiograma.
Todos los casos debian contar con al menos uno de los siguientes estudios: IRM con
Angiorresonancia, Angiotomografia, o angiografia por sustraccion digital de los vasos intra
y de vasos de cuello.
Los siguientes hallazgos fueron considerados como diagndsticos de diseccion; a) imagen
de doble lumen, b) estrechamiento de la luz del vaso, con signo de la cuerda, c)
disminucién gradual de la luz del vaso con terminacion en oclusion (signo de la flama o
terminacién en punta de lapiz); y d) imagen de dilatacién aneurismatica
(pseudoaneurisma).
Las disecciones fueron categorizadas de acuerdo al territorio afectado (carotideo o
vertebral); y sitio afectado (extracraneal, intracraneal o extra/intracraneal); tipo de
diseccion (oclusion, estenosis, y dilatacion aneurismatica y segmento disecado (vertebral
V1 a V4 y carotideo C1 a C7).

Criterios de Inclusion.

1. Diagnostico confirmado de infarto cerebral por TAC de craneo o IRM de encéfalo.

2. Infarto cerebral secundario a DACC, diagnosticado por Angiorresonancia,

Angiotomografia, o angiografia por sustraccion digital.

Edad 18-60 afios.

4. Sin alteraciones vasculares sugestivas de otras etiologias, tales como
ateroesclerosis, vasculitis o vasculopatia de grandes vasos de origen no
ateroescleroso.

w

Criterios de Exclusioén.
1. DACC causada por un procedimiento endovascular (angiografia, angioplastia, etc.)

2. Desorden del tejido conectivo que pueda predisponer a diseccién arterial.
3. Diseccién traumatica.
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Controles.

Se reclutaron 100 controles sanos, un control por caso, pareados por edad (edad y
género. Los cuales fueron donadores sanos del banco de sangre del Instituto Nacional de
Neurologia.

Criterios de Inclusion:
1. Individuos sin historia de enfermedad vascular (infarto al miocardio, Enfermedad
vascular cerebral y enfermedad vascular periférica).
2. Familiares no consanguineo de los casos.
Ambos padres nacidos en México.
4. Sus cuatro abuelos nacidos en México.

w

Criterios de Exclusion.
1. Que padezcan un desorden del tejido conectivo que pueda predisponer a la
diseccion arterial.

Marcadores de Ancestria.

Debido a que la poblacién mexicana es resultado de una mezcla de poblacion Europea
(Espafiola) y poblacion Nativa Americana, fue necesario determinar si alguna asociacion
podria ser afectada por la estartificacion de la poblacién. Por lo tanto un panel de 10
marcadores informativos de ancestria (MIA) fue realizado tanto en los casos como en los
controles (rs4884, rs2695, rs17203, rs2862, rs3340, rs722098, rs203096, rs223830,
rs1800498, and rs2341823), los cuales distinguen principalmente ancestria Amerindia y
Europea (6>0.44). La genotipificacion fue realizada usando sondasTagMan (ABI Prism
7900HT Sequence Detection System; Applied Biosystems) and/or KASPAR assays
(Kbioscience, U.K. http://www.kbioscience.co.uk/).

Identificaciéon del polimorfismo C677T del gen MTHFR.

Se amplificé la region donde se encuentra la mutacion C677T mediante PCR utilizando
los primers disefiados por Frosst y cols. segun la siguiente secuencia, forward 5°-
GAAGCTGGACATGCTGGTGGC-3" y primer reverse 5-CGCACAGCAGCCCCTCTTG-
3, 100 ng de DNA y 0.5 unidades de Taq PCR Master Mix (Qiagen, Valencia, CA, U.S.A)
en un volumen de 20 ul en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania. Las condiciones de reacciéon: 5 minutos de desnaturalizacion inicial
a 95°C seguido por 35 ciclos de 1 min a 93°C, 1 min a 59°C y 2 min a 72°C, con una
extension final de 10 min a 72°C. Los productos de esta reaccion se pusieron a digerir con
la enzima de restriccion Hinf HI, y se analizé la restricciéon en geles de poliacrilamida al
10% no desnaturalizante, para finalmente visualizar con bromuro de etidio y luz
ultravioleta. De la reaccion de PCR se obtiene un fragmento de 197 pb. Si existe la
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mutacién esta genera un sitio de restriccion que da origen a dos fragmentos
correspondientes a una banda de 172 pb y otra de 25 pb (33).

Secuenciacién del gen TGFBR2

Se llevo a cabo la secuenciacion de los exones 3 y 4 de los 7 que contiene el gen,
debido a que son los reportados por Pezinni (34) en 100 pacientes con DCA. Si se
encuentra alguna mutacién se analizaran 100 controles. La amplificacion de los exones
del gen TGFBRZ2 se llevé a cabo utilizando los oligonucledétidos disefiados por ten Dijke P
y Disabella (2008). La reaccion de PCR se llevd a cabo utilizando 100ng de DNA y 0.5
unidades de Taq PCR Master Mix (Qiagen, Valencia, CA, U.S.A) en un volumen de 20 ul
en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). La
determinacion de las mutaciones se llevd a cabo mediante secuenciacion directa con un
secuenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystem, Foster City, CA.

Equilibrio de Hardy Weiberg.

Obtuvimos el Equilibrio de Hardy-Weinberg para asegurarnos que nuestra poblacién esta
en “equilibrio genético”.

Definicién Operacional de Variables.

Variable Dependiente
1. Diseccion arterial cérvico-cerebral.

Variables Independientes.
1. Polimorfismo C677T en el gen MTHFR.
2. Mutacién del gen TGFRB2.

Variable Definicion Operacional Definicion conceptual Instrumento de Codificacion,
Medicién unidades de
medicion.
Diseccion arterial | Presencia de los siguientes | Es el desgarre | 1. Angiografia. Nominal. 1. Con
cérvico cerebral hallazgos por angiografia, | espontaneo de la pared | 2. Angiorresonancia | Dicotémica diseccion
angiorresonancia magnética | de la arteria cardtida o magnética. arterial.
0 angioTAC. Tabla 1. vertebral, lo que conduce | 3. Angiotomografia 2. Sin diseccion
* Imagen de doble | a la formacion de wun arterial.
lumen. hematoma intramural.

* Estrechamiento de la
luz del vaso, con signo
de la cuerda.

e Signo de la flama o
terminacion en punta
de lapiz.

e Oclusion.

* Estenosis.

* Dilatacion
aneurismatica.
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Polimorfismo Sitio de restriccion que da Sustitucion de citosina | Amplificacion y | Nominal. . Presencia.
C677T en el gen | origen a dos fragmentos por timidina en la | Reacciébn en cadena | Dicotomica | 2. Ausencia.
MTHFR. correspondientes a una posicion 677 de la | de polimerasa
banda de 172 pb y otra de secuencia de nucledtidos
25 pb que codifican la MTHFR.
Este cambio provoca la
sustitucion de alanina por
valina en la posicion 222
de la estructura proteica
(ALA222VAL).
Mutacién del | Sustitucion pK372R [ Son mutaciones que | Amplificacion y | Nominal. . Presencia.
gen TGFRpB2. afectando el dominio de la | condicionan la sustitucién | secuenciacion. Dicotomica | 2. Ausencia.
cinasa y la sustitucion | pK372R afectando el
pC138R cayendo en el | dominio de la cinasa y la
dominio extracelular de la | sustitucion pC138R
proteina involucrado en la | cayendo en el dominio
union y sefalizacién  de | extracelular de la
TGFBR2 proteina involucrado en
la unién y sefalizacion
de TGFB2.
Edad. Afos transcurridos desde el | Numero de afios del | Historia Clinica Continua. AROs.
nacimiento hasta el | sujeto.
momento de la diseccion
arterial cérvico-cerebral.
Género. Género del paciente de | Fenotipo sexual del | Historia Clinica Nominal. . Hombre
acuerdo a su  historia | sujeto Dicotomica | 2. Mujer.
clinica.
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Flujograma de Procedimientos.

CONTROLES
sujetos sanos.

Extraccion de 10 ml de
sangre periférica.

Extraccién del DNA en el
laboratorio de Genética

4
4
Pacientes en:
Hospitalizacién.
Consulta externa.
Urgencias.
4 4
4 4
CASOS
Sujetos con diagnostico
confirmado de DACC
4 4
4 4
Extraccién de 10 ml de
sangre périferica
4 4
4 4
Extraccion del DNA en el
Laboratorio de Genética
-l -’
4 4 4
4 4 4
Determinacion de: Determinacion de:
Polimorfismo C677T en el Realizar marcadores de Polimorfismo C677T en el

gen MTHFR y ancestria

Mutacién del gen TGFRB2

gen MTHFR y
Mutacion del gen TGFRB2

Analisis de los
datos.

Publicacion

Realizar marcadores de

ancestria
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8. Analisis Estadistico.

Evaluamos la asociacion mediante un test de x2. También se calcularon los Odds ratios
(OR) y los Intervalos de confianza al 95%, de cada genotipo respecto a los controles para
cuantificar la magnitud de asociacion. Para el analisis se utilizé el software estadistico
SPSS (version 17, SPSS Inc., Chicago lll., USA).

Las asociaciones de cada SNP con alguna variante genética de riesgo se sometieron a
pruebas de analisis de regresion logistica. El programa AdmixMap se utilizé para probar el
posible efecto de la estratificacion de la poblacién sobre las asociaciones con alguna
variante genética. Debido a que la poblacién mexicana es derivada principalmente de las
poblaciones amerindias y europeas (espafnolas), el modelo incluyé dos poblaciones
parentales primarios. Admixmap realiza un modelo de regresion logistica con las
caracteristicas de mezcla individual, y permite la inclusion de covariables como la edad y
el sexo. Estasasociaciones se pusieron a prueba para el aditivo, dominante y recesivo,
modelos de herencia, reportando los mas significativos. Para evaluar el efecto combinado
de alelos de riesgo, se calculd la puntuaciéon de genotipo contando el numero de alelos de
riesgo a través de un modelo logistico ajustado por edad, sexo y mezcla.

9. Consideraciones Eticas.

Este estudio fue aprobado por el comité de Investigacion y el comité de Bioetica de
la Institucién. Todos los participantes (casos y controles) firmaron el consentimiento
informado y el registro de los pacientes se manejé con estricta confidencialidad, de
acuerdo a los principios éticos para la investigacion médica sobre sujetos humanos de la
Declaracion de Helsinki, ultima reunion en Seul Corea 2008.

10. Resultados.

Se extrajo el DNA de 100 casos y 100 controles (en total 200 muestras de sangre
periférica). Los casos fueron pareados por género y edad (edad + 5 afos). Se incluyeron
65 hombres y 35 mujeres por grupo. La media de edad fue de 38.08 (+ 10.68) en los
casos y de 38.11 (x10.59), sin encontrar diferencia significativa entre los grupos, p=0.92.

Se incluyeron 37 pacientes con diseccion carotidea y 63 con diseccion vertebral. Al
comparar los diferentes factores de riesgo vascular: Hipertensién arterial, Diabetes
mellitus, Tabaquismo, hipercolesterolemia, alcoholismo y obesidad; entre los casos y los
controles no hubo diferencia significativa. Tabla 2.

De los casos el 67% tuvo buen prondstico, 32 mal prondstico y un paciente fallecio. Se

manejaron con antiagregantes 56 pacientes, 36 con anticoagulantes, 1 con trombolisis y 7
pacientes ameritaron craniectomia descompresiva.

10



En la determinacién del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR, obtuvimos los
siguientes genotipos: C/C en el 20% de los casos vs 28% de los controles, C/T 52% en
casos y 60% controles y T/T, el cual es el polimorfismo c677TT, en 28% de los casos vs
12% de los controles. Tabla 3.

Se calculo el equilibrio de Hardy-Weinberg obteniendo X2= 3.44, por lo que nuestra
poblacion esta en equilibrio.

Obteniendo OR 2.85, (IC 95%, 1.35-6.00), p=0.012. Tabla 4. Lo que nos muestra que
existe diferencia significativa entre los casos y controles. Y que la presencia del
polimorfismo C677T condiciona 2.85 veces mas de riesgo de presentar diseccion arterial

Realizamos un meta-analisis incluyendo nuestros resultados y seis estudios que han
analizado la asociacién entre el polimorfismo C677T de la MTHFR y la DACC (28, 30, 56-
59), con 588 casos y 1416 controles. El cual muestra leve asociacion, con un OR de 1.79
(IC 95% 1.34-2.39). Figura 3

Se llevo a cabo la secuenciacién de los exones 3 y 4 de los 7 que contiene el gen
TGFBR2 en 100 pacientes con DCA, donde previamente se habian detectado las
mutaciones, sin encontrar ninguna mutacién en los casos, por lo que no la realizamos la
secuenciacion en los controles.

La genotipificacion de los marcadores de ancestria fue realizada usando sondasTagMan
(ABI Prism 7900HT Sequence Detection System; Applied Biosystems) y KASPAR assays
(Kbioscience, U.K. http://www.kbioscience.co.uk/). La “Call rate” de cada marcador de
ancestria excedio el 95% y no se observaron genotipos discordantes en el 10% de las
muestras duplicadas. Todos los marcadores informativos de ancestria se mantuvieron en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05).

11. Discusion.
Los resultados mas importantes de nuestro estudio son:

Encontramos asociacién del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR con la DACC. Tres
estudios han encontrado asociacion positiva entre el polimorfismo C677TT de la MTHFR
con la DACC (28, 59, 60). Y otros tres estudios no han encontrado asociacién significativa
(56-58). Comparando estos resultados y los obtenidos en nuestro estudio apoyan la
asociacion entre el genotipo C677TT de la MTHFR con la DACC. Pero nosotros
obtuvimos un OR mayor, 2.68, (IC 95% 1.24-5.80). Posiblemente esto se deba a los
diferentes tipos de poblacion estudiados. Ya que la poblacion mexicana ancestralmente
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es distinta a las poblaciones estudiadas en los otros estudios. Este es el estudio con
mayor numero de pacientes de poblacién hispana para la determinacién del polimorfismo
C677TT del gen de la MTHFR.

Este genotipo se asocio con niveles elevados de Homocisteina (56, 57, 60). Estos niveles
elevados de Homocisteina podrian contribuir a DACC por dano endotelial al alterar las
propiedades elasticas de la pared arterial.

Aunque el papel del Factor transformador de crecimiento B y la patogénesis de la
enfermedad arterial ha sido descrita. Nosotros no encontramos mutaciones en este gen.
Este es el primer estudio realizado con mayor numero de casos de DACC y el primer
estudio realizado en América. Quiza no encontramos presencia de mutaciones por la baja
incidencia de las mismas. Pero cada vez se le esta dando mas peso a este gen, ya que
sus mutaciones han sido encontradas en pacientes con enfermedades del tejido conectivo
como el Sindrome de Loeyse-Dietz (SLD), presencia de aneurismas toracicos y disecciéon
toracica, el Sindrome de Furlon y el sindrome de Shprintzene-Goldberg. El espectro
fenotipico de estos trastornos incluye: Afeccidon cardiovascular generalizada vy
especialmente en SLD, una enfermedad vascular agresiva, con tortuosidad arterial y
fuerte predisposicidn para aneurismas y diseccion arterial (61, 62), que se asocia con
caracteristicas craneo-faciales y esqueléticas tipicas (SLD de tipo 1), o similar a lo
observado en el Sindrome Ehlers-Danlos (LDS tipo Il). Las mutaciones en los genes
TGFBR han sido detectadas en pacientes con DACC (34, 63).

Una serie de andlisis histologicos ha mostrado consistentemente un defecto grave en la
elastogénesis con pérdida de el contenido de elastina y desarreglo de las fibras elasticas
en pacientes con alteraciones en la regulacion de la senalizacion TGFB, similar a la
anomalias observadas en biopsias de piel y de pared arterial en pacientes con Diseccién
arterial. Lo que sugeriria que las mutaciones del TGFRB2 pueden dar lugar a alteraciones
estructurales en la matriz extracelular y de la pared arterial y por tanto ser causa de
diseccion

Aunque las mutaciones en TGFBR2 parecen ser una causa poco frecuente de DACC, la
identificacion de los sujetos que presentan defectos en este gen tiene importantes
implicaciones clinicas respecto a consejeria individual y familiar. Debido a la agresiva
naturaleza de su arteriopatia, Los portadores de la mutacién requieren una estrecho
monitoreo del arbol arterial y deben ser informado de los riesgos de otras manifestaciones
que amenazan la vida, como la inestabilidad de la columna cervical y ruptura de 6rganos.
cuando hay otros miembros de la familia afectados. Parece conveniente considerar la
posibilidad de llevar a cabo la caracterizacion molecular en todos los pacientes con
DACC, independientemente de la presencia de caracteristicas clinicas.

Es el unico estudio de casos y controles de DACC en todo el mundo, en el que se
realizaron marcadores informativos de ancestria para evitar que alguna asociacion

encontrada pudiera ser afectada por la estartificacion de la poblacidn. Lo que nos da

Sin embargo nuestro estudio también tiene debilidades:
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No se tomaron niveles séricos de Homocisteina para realizar correlacion entre casos y
controles.

Aunque algunos estudios reportan que los niveles elevados de homocisteina son mas
frecuentes en pacientes con DACC respecto a controles sanos.(28, 56, 57, 60). El estudio
de Benninger (64), muestra que no hay diferencia significativa entre los casos y los
controles. Por lo que los resultados son contradictorios.

Aunque tenemos un buen numero de pacientes, s6lo se pueden obtener datos definitivos
de los estudios de rastreo genémico, en los cuales se realiza genotipificacion de un gran
numero de nucledtidos distribuidos a través de todos los cromosomas sin requerir ninguna
hipétesis a priori. Este enfoque recientemente ha aplicado a un niumero de enfermedades
complejas con notable éxito.

Ya estamos en la planeacién junto con el Instituto Nacional de Gendmica para realizar un
estudio de rastreo gendmico en pacientes mexicanos con DACC.

12. Conclusiones.

Nuestro estudio apoya la asociacion entre el polimorfismo C677TT del gen de la MTHFR
con la DACC con un OR 2.85, (IC 95%, 1.35-6.00), p=0.012. De estos hallazgos se
sustentan con los resultados del Meta-analisis de 5 estudios previos

A pesar del papel que se ha descrito de las mutaciones en el gen de TGFRB2, en la
fisiopatologia de la enfermedad vascular, no encontramos mutaciones en este gen en
nuestros pacientes con DACC, posiblemente por la baja incidencia de estas mutaciones.
Aunque nuestro estudio es el que tiene el mayor numero de casos.

Es el primer estudio de asociacién genética y DACC en el que se realizan marcadores

informativos de ancestria para evitar que alguna asociacion encontrada pudiera ser
afectada por la estartificacidon de la poblacion.
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Tablas.

Tabla. 1 Hallazgos radiolégicos diagnésticos de diseccién.

Hallazgo

Definicion.

Imagen de doble lumen

Solucion de continuidad, con fractura y
separacion de la intima (imagen lineal
afadida a la luz arterial) y formacién de
una falsa luz arterial.

Imagen
D

Estrechamiento de la luz del

Consiste en la disminucion progresiva e

vaso, con signo de la | irregularde laluz de la arteria disecada.
cuerda.

Signo de la flama o | Disminucion gradual de la luz del vaso
terminacién en punta de | con terminacion en oclusion.

lapiz

Oclusién

Ausencia de flujo sanguineo

Estenosis

Se define como una reduccion del
calibre del vaso con estrechamiento
segmentario del mismo.

Dilatacién aneurismatica

Se define como la dilatacion
segmentaria de la arteria visible con la
inyeccion del contraste en la luz arterial
en la secuencia angiografica

e




Tabla 2. Caracteristicas Epidemioldgicas

CASOS CONTROLES
n=100 n=100 p

Hombres

65 65 1.00
Edad (p)

38.08 (+ 10.68) 38.11 (£10.59) 0.92

Hipertensién arterial

11 7 0.34
Diabetes Mellitus 2

4 7 0.33
Tabaquismo

34 29 0.50
Hipercolesterolemia

4 5 0.71
Etilismo

19 12 0.19
Obesidad

5 4 0.75
Tabla 3. Genotipos

c/C CIT TIT
NORMAL HETEROCIGOTO HOMOCIGOTO TOTAL
Polimorfismo
C677T

CASO 20(20%) 52 (52%) 28 (28%) 100
CONTROL 28 (28%) 60 (61%) 12 (12%) 100
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Tabla 4. Odds Radio

OR

1IC 95%

CASOS VS
CONTROLES

0.012

2.85

1.35-6.00
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Figuras.

Figura 1. Identificaciéon del polimorfismo C677T del gen MTHFR.
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Figura 2. Meta-analisis de estudios de asociacibn de DACC vy
polimorfismo C677T de la MTHFR.

Study name Con polimorfismo / Total Statistics for each study Odds ratio and 95% CI Weight

Casos | Controles | Odds ratio | Lower limit ‘ Upper limit 001 010 1,00 10,00 100,00 Relative
Gallai 2001 7126 3/30 3,316 0,759 14,484 3,85
Konrad 2004 77195 9/95 0,760 0,271 2,132 e 7,87
Kloss 2006 241174 89/832 1,336 0,823 2,167 T 35,78
Arauz 2007 4739 4176 2,057 0,486 8,713 4,02
Pezzini 2007 327106 271187 2,563 1,433 4,584 k= 24,75
Jara-Prado 2010 8/48 11/96 1,545 0,577 4,139 I 8,63
Ruiz 2014 28/100 127100 2,852 1,355 6,004 — 15,10

1191 1,345 2,399 o
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DETECCION DE LA MUTACION DEL GEN TGFRB2 Y DEL POLIMORFISMO C677T EN
EL GEN MTHFR EN PACIENTES MEXICANOS CON DISECCION ARTERIAL CERVICO-
CEREBRAL.

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CASOS

1. He sido informado(a) que he sufrido un evento vascular cerebral (EVC) a causa de una
diseccion arterial cerebro-cervical (DACC) y que en el departamento de Clinica de
Vascular y en el departamento de Genética y Biologia molecular se esta realizando un
estudio para conocer los genes que pueden producir mayor riesgo para desarrollar una
diseccion arterial.

2. Los genes son las unidades de herencia y contienen el acido desoxirribonucleico (ADN)
que es el material hereditario. En este estudio se investigaran genes que han sido
relacionados a un mayor riesgo de presentar una diseccion arterial cerebro cervical,
como es el gen MTHFR y el TGFIR 2.

3. Estos genes tienen funciones especificas en nuestro organismo, normalmente tienen
variantes y algunas de ellas se han asociado a mayor riesgo de tener Diseccion arterial
cerebro cervical.

4. Si acepto6 participar en el estudio, los médicos me realizaran algunas preguntas acerca
de mi enfermedad, me elaboraran una historia familiar y me tomaran 20 ml de sangre
periférica.

5. He sido informado(a) que puedo sufrir enrojecimiento o ardor en la zona de puncién
(para la toma de la sangre).

6. Toda la informacion obtenida sera confidencial y estara disponible solo para los
investigadores. Mi muestra sera codificada con una combinacion de letras y numeros
para proteger mi identidad.

7. He sido informado(a) que mi participacion es VOLUNTARIA y no tiene costo para mi, ni

recibiré remuneracion alguna.
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8. Sino acepto, esto no afectara de ninguna forma mi atencion médica como paciente del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suéarez.

9. Los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra no me seran entregados, a
menos que se encuentre informacion relevante para mi salud o la de mis familiares. En
dicho caso seré contactado por los investigadores para saber si deseo conocer la
informacion y si deseo participar en otros estudios que contribuyan a un diagndstico y
manejo adecuado.

10. Para cualquier duda o aclaracion puedo dirigirme al departamento de enfermedad
vascular cerebral o al departamento de Neurogénetica y Biologia molecular de este
Instituto o hablar al teléfono 56063822 extension 4466 con la Dra. Angélica Ruiz Franco
o con el Dr. Antonio Arauz, con la Dra. Maria Elisa Alonso a la extension 2022 o con el
Dr. Aurelio Jara a la extension 2018 o con el comité de bioética.

11. Este protocolo sigue los lineamientos de la declaracion de Helsinki, ultima reunion Sedl
Corea, 2008.

FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION O RESPONSABLE LEGAL
AL FIRMAR ESTA FORMA, ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN LA INVESTIGACION DESCRITA.

Nombre del participante y/o responsable legal:

Firma: Fecha: Teléfono:
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Firma: Parentesco:

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento:
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8. Sino acepto, esto no afectara de ninguna forma mi atencion médica como paciente del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suéarez.

9. Los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra no me seran entregados, a
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dicho caso seré contactado por los investigadores para saber si deseo conocer la
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México, D. F. a 24 de Abril del 2012
OFICIO N° DIC/160/12

DR. ANGEL ANTONIO ARAUZ GONGORA

SUBDIRECCION DE NEUROLOGIA
PRESENTE

La presente es para informarle que su protocolo de investigacion No. 21/12
intitulado: “GENETICA DE LA DISECCION ARTERIAL CERVICO CEREBRAL”, ha sido

APROBADO por el Comité Cientifico. No obstante, el desarrollo del protocolo queda
sujeto a la aprobacion por el Comité

de Bioética.

ATENTAMENTE

C.c.p. Expediente.

México, D. F. a 24 de Abril del 2012
Insurgentes Sur # 3877 Col. La Fama 14269 México, D.F. Tel. (55) 5606-3822 ext. 2527
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Comité de Bioética OFICIO N® CB/ 082/12
ASUNTO: PROTOCOLO NO. 21712

México, D.F., 7 de Mayo de 2012.

DRA. ANGELICA RUIZ FRANCO
INVESTIGADORA PRINCIPAL
CLINICA DE ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL

INNyN MVS
el PRESENTE.
Estimada Dra. Ruiz Franco:
En este Comité se recibio  oficio No. DIC/161/12 el dia 2 de Mayo del presente afio,
fimado por la Dra. Lucinda Aguirre Cruz Directora de Investigacion en el cual nos
Dt. Ricardo Colin Piana menciona que el Protocolo de Investigacion No. 21/12  Titulado: “GENETICA DE LA
t DISECCION ARTERIAL CERVICO CEREBRAL”. Ha sido aprobado por el Comité
Cientifico y se somete a la consideracion de este Comité para su dictaminacion
respectiva.
Este Comité le comunica que:
1. Desde la perspectiva social el estudio tiene importancia y pertinencia.
%03 Uliga Santamaria 2. LaValidez Cientifica es apropiada.
tular 3. El Consentimiento Informado cumple con los requisitos minimos indispensables
- ' requeridos.
4. ElRiesgo - Beneficio no representa impedimento alguno.
5. La Seleccion de la Muestra nos parece equitativa.
) _ Por las razones expresadas este Comité emite su APROBACION para los efectos a que
Suplente haya lugar.
T.5. Georgina Volkers Gaussman
B Con un saludo cordi
RN CORDIALMENTE
DR. ANTOMO ORRES RUIZ M.enC. ADRIANA OCHOA MORALES

PRE§IDENTE SECRETARIA

c.p. Dra. Ma. Lucinda Aguirre Cruz - Directora de Investigacion

c.p. Dra. Ma. Elisa Alonso Viilatelas.- Jefa del Depto. de Genética

c.p. Dr. Antonio Arauz Gongora- Jefe de la Clinica de Enfermedad Vascular Cerebral
c.c. Archivo ATR/mitch

Insurgentes Sur #3877 Col. La Fama 14269 México, D.F. Tel. (55) 5606-3822 ext.5027
www.innn.edu.mx
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