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RESUMEN
El sistema renina-angiotensina (SRA) es un mecanismo de sefializacion hormonal

implicado en la regulacion de la presion arterial y la aterosclesosis.

La enzima convertidora de antiotensina (ECA) es clave en la funcion de este
sistema ya que participa de forma importante en la remodelacion vascular de la

aterosclerois y en la enfermedad vascular cerebral (EVC).

Objetivo: examinar la posible contribucion de los polimorfismos M235T, T174M y
la variante 1/D en el gen del angiotensinégeno (AGT) en una poblacién de

pacientes mexicanos jovenes con EVC.

Material y método: de 2006 a 2016 se reclut6 un total de 224 pacientes con edad
<45 afos y diagnéstico de EVC isquémico idiopatico y el mismo nimero de
controles pareados por edad y género. Se identific6 en ambos grupos la variante
I/D y dos polimorfismos en el gen de la ECA: M235T y T174M mediante PCR-

RFLP.

Resultados: se observé una diferencia significativa en la distribucion (p=0.01) y la
frecuencia alélica (p=0.01) del polimorfismo M235T al igual que del T174M
(p=0.03 y p=0.02 respectivamente) entre pacientes y controles. Por el contrario, la

distribucion entre grupos para la variante 1/D fue similar (p=0.20).

Los factores independientes para EVC isquémico fueron las variantes M235T y
T174M, tabaquismo, hipertension e historia familiar de enfermedad

aterotrombodtica. Los niveles de angiotensindgeno mostraron estar elevados en el



grupo de pacientes comparado con el grupo control (p=0.001). Sin embargo, estos
mismos niveles fueron similares en los tres diferentes genotipos. No hubo

diferencia en los niveles de AGT entre los tres genotipos.

Conclusiones. Los polimorfismos M235T, T174M y el nivel de AGT representan un
riesgo aumentado para EVC en individuos mexicanos jévenes, no asi la variante
I/D. Los niveles de AGT fueron mayores en la fase aguda del evento pero no

estuvo determinado por los polimorfismos estudiados.

Palabras clave: I/D; M235T, T174M; riesgo genético, evento vascular isquémico

idiopatico.



l. MARCO TEORICO

1. Enfermedad vascular cerebral (EVC)

La enfermedad vascular cerebral se caracteriza por la paricion subita de deficits
neuroldgicos focales atribuibles a una causa vascular, por lo que su definicion es
clinica y para sustentar el diagnostico se requiere de estudios de laboratorio y
neuroimagen. La reduccion abrupta (isquemia focal cerebral) del flujo sanguineo por
varios segundos y la falta de energia (glucogeno) de las células cerebrales hace
que los sintomas aparezcan de inmediato. Cuando se restablece la circulacion
rapidamente y el paciente se recupera por completo de los sintomas dentro de las
primeras 24 horas, el evento se denomina ataque isquémico transitorio (TIA por sus
siglas en inglés). Si la isquemia se prolonga, el dafio neuroldgico es premanente
(infarto) dada la muerte del tejido cerebral afectado. La nueva clasificacion de éste
evento propone llamarlo evento isquémico independientemente de que persistan los

sintomas.®

El mecanismo habitual por el que se presenta una isquemia focal o infarto se debe
a una trombosis de los vasos cerebrales y a émbolos procedentes de una fuente

arterial cercana o del propio corazén.®

A pesar de una evaluacion extensa para identificar el mecanismo que la produce,

hasta el 30% del total de casos permanecen inexplicables.®

Los signos tipicos del evento isquémico incluyen debilidad subita unilateral,
parestesias, perdida de agudeza visual, diplopia, disartria y vértigo entre otros. Hay
signos menos comunes como disfagia, estridor, cefalea, movimientos involuntarios,

confusion y alteraciones de la conciencia.®

La enfermedad vascular cerebral puede aparecer incluso desde la etapa perinatal y
durante cualquier periodo de la vida @, pero es mas comun observarla en personas
de edad avanzada. El rango de edad para catalogar un caso como EVC en paciente
joven varia entre 45 y 49 afios segun una revision del 2015 sobre la epidemiologia

y prevencion de esta enfermedad.® Ademas, puede aparecer como una



complicacion de enfermedades monogénicas como la neurofibromatosis tipo 14 o

presentarse sin éste antecedente.

En forma general, los tipos de EVC pueden separarse en isquémicos (85% de

casos) y hemorragicos (15%).®

Para su diagndstico, los avances recientes en la tecnologia de los estudios de
neuroimagen como son la resonancia magnética (RM) de difusion y de perfusiéon
potenciada, de pared vascular, la angiografia y el ultrasonido doppler transcraneal,
permiten determinar los mecanismos de la EVC y reducir el nimero de casos de
causa desconocida, sin embargo, el principal estudio diagndstico accesible y no
invasivo que permite evaluar el mecanismo por el que se presenta la EVC es la
resonancia magnetica, aunque la tomografia computarizada puede proporcionar
evidencia de lesiones que afectan principalmente los vasos de mediano y gran

calibre.(.9)
2. Epidemiologia.-

La prevalencia general de la EVC se estimé en 2.7% entre 2011 y 2014 en los
Estados Unidos, aumenta conforme aumenta la edad tanto en varones como

mujeres y alrededor de una cuarta parte ocurre en personas menores de 65 afos.
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A pesar de los avances en la prevencion y tratamiento de la EVC aun representa la
primera causa de discapacidad en adultos y la segunda causa de muerte en paises

desarrollados atribuyéndole el 10.2% de total de muertes segin la OMS.®

La forma mas comun de la EVC es el tipo isquémico con una proporcion entre el
75% al 87% del total de los casos y un alto porcentaje de ellos resulta en severa

morbilidad y/o mortalidad.(”

Cada afo aparecen alrededor de 15 millones de nuevos casos y de estos, 5 millones
mueren y 5 millones quedan con incapacidad permanente.® Hay estudios en
paises europeos que informan una incidencia 3 veces mayor de la reportada en los
estados Unidos.® En el Reino Unido la EVC representa el 14% de las muertes y el
consumo del 4-5% de presupuesto total anual de los servicios de salud publica en
ese pais.(9)

En el 2017 la American Heart Association inform6 que la EVC isquémica entre
jovenes (15-44 afos) se incremento entre los afios de 1995 y 2010 (muestra tomada
de los ingresos hospitalarios a nivel mundial) y que alrededor del 10% de todos los
casos tenian entre 18 y 50 afios de edad. Para el 2030 se espera un incremento en

la mortalidad de cerca del 50% comparado con el nimero de muertes en el 2012.

En Mexico, la EVC es un problema importante de salud publica.*? Es la tercera
causa de muerte entre las personas de 60 afios o mayores y la quinta a edades

entre los 15 a 59 afios.(12.13)

El 46% del total de muertes se debe a enfermedades no transmisibles® y en 2016 el
Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informéatica (INEGI) reporté 34,782 casos de
muerte por enfermedad cerebrovascular- ocupando el 6° lugar de las causas de muerte en

orden de importancia.*® (Tabla 1)



Tabla 1.- Causas de muerte en orden de Importancia INEGI 2016

Orden de Importancia Causas Clave Lista Mexicana Defunciones
Total 01-E59 685,766 °
1 Enfermedades del corazén ¢ 26-29 136,342
Enfermedades isquémicas del corazén 28 97,743
2 Diabetes mellitus 20D 105,572
3 Tumores malignos 08-15 82,502
4 Enfermedades del higado 35L-35M 38,755
Enfermedad alcohdlica del higado 35L 14,029
5 Accidentes E49-E53, E57-E58 37,418
De tréfico de vehiculos de motor E49B 16,179
6 Enfermedades cerebrovasculares 30 34,782

(15) http://www.inegi.org.mx/est/contenidos/proyectos/reqistros/vitales/mortalidad/tabulados/ConsultaMortalidad.asp

El Registro Nacional Mexicano de Enfermedad Vascular Cerebral (RENAMEVASC)
reporté que un 55.1% de los eventos registrados sucedieron en mujeres 'y 44.9% en
hombres. De todas las enfermedades cerebrovasculares el 51.9% se debio a infarto
cerebral (EVC isquémica) de los cuales el subtipo cardioembdlico (25%) fue el mas
comun y en el 37% de casos no fue posible determinar la causa. El factor de riesgo
vascular mas importante tanto para la EVC isquémica como hemorragica fue la
hipertension arterial seguido de la diabetes mellitus tipo 2. El 36.8% de los casos
tuvieron una edad menor de 45 afios, la mayoria fueron infartos cerebrales y hubo

mayor numero de mujeres que de hombres.(6)

Debido a que la poblacion que envejece va en aumento, que el promedio de vida de las
personas se incrementa y tomando en cuenta que la tasa de mortalidad ajustada por edad
en la poblacién hispana es hasta del 34%,® es importante tomar en cuenta la EVC en los

programas de prevencion y salud publica.”


http://www.inegi.org.mx/est/contenidos/proyectos/registros/vitales/mortalidad/tabulados/ConsultaMortalidad.asp
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Enfermedad vascular cerebral isquémica.-

En las personas con aterosclerosis intracraneana, una oclusion de rama puede
causar infartos subcorticales indistinguibles de los que se deben a una enfermedad
de arteria pequeiia y, aunque los mecanismos pueden variar en diferentes
pacientes, también pueden coexistir. Una oclusion trombdtica in situ empieza con la
fisura de una placa aterosclerética que propicia la formacién de un coagulo, el cual
puede liberarse dando origen a un embolismo arterio-arterial. La inestabilidad de la
placa se relaciona con factores como la inflamacién, autoinmunidad o la
predisposicién heredada y éstos podrian estar en relacion con la progresion de la
arteriosclerosis, ademas de los factores de riesgo tradicionales.

El embolismo arterio-arterial se genera por la liberacion del trombo o una parte de
éste, el cual viaja a las ramas distales. La ruptura de la superficie de laplaca puede
también liberar detritus provocando embolismo de colesterol.(8)

10



En la enfermedad oclusiva de rama, ademas del ateroma que obstruye la luz, puede
haber lipohialinosis (por cambios hipertensivos en la media de los vasos pequefios)
que desorganiza el trayecto arterial por microdiseccion, hemorragia en placa y
fibrina. Sin embargo, no siempre se encuentra el antecedente de hipertension

arterial en los pacientes afectados.®

En la EVC por hipoperfusion cerebral, el desarrollo de la placa ateromatosa con el
tiempo disminuye la luz vascular provocando turbulencia y aumento en la velocidad
de flujo sanguineo que provoca estrés en el endotelio y propicia la fisura de la placa,

activandose los mecanismos de coagulacion.®)

La clasificacion de los mecanismos que originan la EVC se basa en las
manifestaciones clinicas de los pacientes, los resultados de neuroimagen y otros
estudios clinicos. Existen varios tipos de clasificacion; unas concordantes entre siy
otras que desarrollaron una forma de homogenizar los hallazgos clinicos de modo
que pudiesen comparar las proporciones de subtipos entre las diferentes
clasificaciones y proponer una con la ventaja de catalogar en el subtipo de etiologia

indeterminada la menor proporcién de pacientes (CCS, ASCO).(1%-21)

Dada las diferencias en el afio en que se publicaron, el tipo de disefio, los estudios
diagnésticos necesarios para la tipificaciéon del evento, el grado de confiabilidad
interobservador y la proporcion de acuerdo entre clasificaciones, se recomienda
utilizar una sola para cualquier tipo de investigacion ya que ayuda en la seleccién y
comparacién de grupos homogéneos de pacientes; por ejemplo aquellos casos en
los cuales no fue posible determinar el mecanismo causal (el tipo con mayor
porcentaje de la muestra en la mayoria de estudios realizados con cualquier
clasificacion de las antes mencionadas). Por otra parte, el contar con un grupo de
pacientes seleccionados de forma sencilla y con subtipos especificos es de mucha
utilidad para contestar preguntas que involucren a factores de riesgo heredables
como los polimorfismos, dado que es posible analizar los resultados estratificando

las categorias.®12%

Para fines de homogeneidad en informes de investigacidon se ha utilizado la

clasificacion desarrollada para la “Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment”

11



(TOAST por sus siglas en inglés), cuyo acuerdo interobservador es variable (k=0.42-

k=0.64) pero muy facil de aplicar en el contexto clinico con pocos recursos.?426)

TOAST es un sistema de clasificacion que utiliza las caracteristicas clinicas de los
pacientes con EVC para establecer los mecanismos de la enfermedad. Divide al

evento isquémico agudo en cinco categorias.(@®)
1.- Aterosclerosis de grandes arterias.

2.- Cardioembolismo.

3.- Oclusion de pequefos vasos.

4.- Otras causas determinadas (no ateroscleroticas, vasculopatias, estados de
hipercoagulabilidad o trastornos hematoldgicos).

5.- Etiologia indeterminada:
a). Dos 0 mas causas indefinidas o probables.
b). Evaluacion negativa a pesar del abordaje diagndstico.
c). Evaluacién incompleta.

A diferencia de otras clasificaciones, TOAST no tiene problemas de accesibilidad,
es la més utilizada en la mayoria de los trabajos sobre EVC en jévenes, los subtipos
pueden diferenciarse con el uso de técnicas imagenoldgicas accesibles en todos los
paises y es de utilidad clinica, lo que ayuda a comparar resultados en los estudios
de asociacion realizados en diferentes grupos étnicos. Ademas se ha propuesto que
la disponibilidad de informacion diagnéstica objetiva reduce el componente subjetivo
para la subtipificacion, independientemente de cual sea el sistema de clasificacién
qgue se utilice y, por el contrario, el exceso de informacién sin criterios normados

puede reducir el acuerdo entre los tipos diferentes de método.(?1:22:24.27)

La proporcion observada de los subtipos de la enfermedad isquémica cerebral
pueden variar en los diferentes paises, el sexo estudiado y el sistema de

clasificacion que se utilice (Tabla 2).

12



Tabla 2.- Distribucion del subtipo de EVC
clasificacion TOAST.

isquémico en diferentes paises segun la

Subtipo de EVC | Cardioembdlico Enfermedad Aterosclerosis Indeterminado Otras causas

isquémico (%) vaso pequefio de arteria (%) determinadas
(%) grande (%) (%)

Putaala et al, 18.7 13.9 8.4 33

20009.

Finlandia®®

Chung et al, 23.0 21.4 37.6 14% 2.9

2014. Corea®

Desai et al, 2014. | 19.34 5.33 8.74 65.3 1.3

Arabia S.49

McArdle et al. 27.8 18 15.5 34.4 4.2

(SiGN), 2014.

Internacional®

Gokgal et al, 19.2 11.3 13.2 41.1 15.2

2017. Turquia®

Wei et al, 2018. 39.8 6.1 33.9 18 14

China®

Suecia* 46 25 5.4 22.8 46

Suiza* 32.7 4.7 12.1 20.6 29.9

Italia* 23.7 33.1 35.1 8.1

Brasil* 28.3 12.5 8.5 16 34.9

México* 24 3 32 40

Canada* 14 8 6 44 28

USA (3 14-19 3-21 9-21.6 14.6-26 24-44

estudios)*

Tlnez* 11.8 8.8 6.9 35.3 37.2

(28) Kefi A, Larbi T, Abdallah M, El Ouni A, Bougacha N, Bouslama K, Hamzaoui S, M'rad S. Young ischemic strome in
Tunisia: a multicentric study. Int J Neurosci. 2017;127:314-319.)

Para explicar estas diferencias, algunos autores mencionan que el grupo étnico es

un factor, entre otros, que puede influir en la frecuencia del subtipo ademas de la
edad. Sin embargo hay autores que, utilizando un abordaje molecular para estudiar
la heredabilidad en cada subtipo, han observado hasta un 66% para el tipo de
aterosclerosis de grandes arterias y el cardioembdlico (33-60%).(29:30)

Factores de riesgo ambientales asociados a EVC isquémico.-

Aunque existe controversia en la definicion del paciente joven con EVC, diversos

estudios los catalogan como aquellos individuos menores de 40 a 55 afios

13
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considerando el punto de corte justo cuando se ha observado un cambio en la

prevalencia de los factores modificables.@”)

Algunos reportes de EVC isquémico en adultos jovenes que han utilizado la
clasificacion de los tipos del estudio TOAST han mostrado que hay una proporcion
importante de casos que tienen varios factores de riesgo con frecuencia observados
a mayor edad (aterosclerosis, enfermedad de pequefios vasos, diseccion de arteria
cervical).?) Otros concluyen que los factores de riesgo en jovenes son los mismos
que los encontrados a mayor edad, pero la proporcion de éstos es diferente entre
los subtipos de EVC isquémico. Los autores resaltan la importancia de analizar su
efecto sobre los factores heredables, separando a los pacientes por grupos de

edad.(27.31-33)

Los principales factores de riesgo modificables para EVC isquémico en jovenes son:
dislpidemia, tabaquismo, hipertension arterial (HAS) y diabetes mellitus (DM) entre
otros. El orden de frecuencia varia segun las poblaciones estudiadas y la edad del
grupo de pacientes incluidos.® (Tabla 3)

Tabla 3.- Proporcién de pacientes jovenes con EVC con factores de riesgo
cardiovascular en diferentes poblaciones. (30:34.36.37)

Pais y
autores

Dislipidemia
(%)

Obesidad
(%)

Diabetes
mellitus
(%)

Hipertension
arterial (%)

Tabaquismo
(%)

México.
Mérquez vy
cols. 2013

27
(isquémico)

51

35-39

46.5-70

31.9

Brasil.
Montanaro
y cols. 2017

7.5

3.7

20.1

14.2

Costa Rica.
Torrealba y
cols. 2018

36.3

31.9

78.8

Prevalencia (%)

American
Heart
Association.
Benjamin y
cols. 2018

18

20

52

46

Finlandia.
Smajlovic y
cols. 2015%

60

39

44

Europa®

46

36

49

14



En cuanto al EVC isquémico se habla también de factores de riesgo no tradicionales
e incluyen a la obesidad, sindrome metabdlico, apnea del suefio, insomnio,
inflamacion cronica, enfermedad renal crénica, periodontitis, depresion, dieta y
nutricion. Ademas, la exposicion al estrés psicosocial, infeccion y alcoholismo entre
otros factores ambientales pueden ejercer un efecto transitorio en el proceso
fisiopatolégico que desencadena el EVC, aunque es dificil saber si se trata de
factores de riesgo emergentes o nuevos factores desencadenantes de la

enfermedad. (38

Se recomienda también que durante su estudio se tenga en cuenta enfermedades
como la esclerosis mutliple, los trastornos somatomorfos, migrafia con aura

prolongada, deficits focales postictales, neoplasias y neuroinfeccion entre otros.

Tabaquismo: Es un factor importante para infarto cerebral en adultos jévenes. El
riesgo aumenta a mayor duracién y dosis de consumo con OR de 2.2 si el
consumo es de 1 a 10 cigarrillos por dia y hasta 9.1 si el consumo es de 40 0
mas. 9

Migrafia: Se ha mostrado que el riesgo de EVC isquémico en personas que tuvieron
migrafia con aura se duplica comparado con personas sin migrafia. Una edad menor
de 45, habito tabaquico y uso de hormonales orales confieren un riesgo
agregado.®“0

Embarazo y puerperio: Aunque el riesgo de EVC isquémico para las mujeres

embarazadas aumenta en los dias previos al nacimiento y 6 semanas posteriores
al parto, esta enfermedad es rara durante la etapa de embarazo y puerperio. Sin
embargo hay una proporcion importante de pacientes jévenes con trombosis
venosa cerebral.?

Hormonales orales: Esta asociacion es controversial. De acuerdo a los resultados

de algunos metanalisis, el riesgo se eleva si las pastillas tienen alto contenido de
estrogenos. No se ha observado incremento en el riesgo con los tratamientos a
base de progestagenos.®?

Adicciones: Varias sustancias de uso recreativo presentan EVC como una de las

complicaciones y esta relacion alcanza hasta el 12% en pacientes jévenes. 344
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Herenciay EVC isquémico.-

Como se ha descrito previamente, muchos de los eventos cerebravasculares en
adultos jévenes son de causa indeterminada o rara, por o que es muy probable que
la genética de los individuos influya de modo importante. La mayor evidencia de que
las alteraciones geneticas son causa de infarto cerebral viene de algunas formas
presentes en padecimientos con model o de herencia mendeliana, aunque éstas
solo constituyen un porcentaje pequefio (<5%) del total de los casos. Entre estas
enfermedades se encuentran la arteriopatia cerebral con infartos vy
leucoencefalopatia autosémica dominante (CADASIL), la arteriopatia cerebral con
infartos y leucoencefalopatia autosomica recesiva (CARASIL), la miopatia
mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica y episodio parecido a la embolia
(MELAS) y la enfermeda de Fabry.“546)

Sin embargo estas alteraciones constituyen variantes patogénicas (mutaciones) en
los genes que dan por resultado un comportamiento anormal de la proteina que
codifican, lo que resulta en el comportamiento clinico multisistémico del

padecimiento.

Desde el punto de vista de la causalidad, la EVC es una enfermedad compleja en
donde intervienen tanto factores heredables como ambientales. Es dificil el calculo
de su heredabilidad (efecto de los genes sobre la varianza de la enfermedad) y sus
caracteristicas son el fundamento para los estudios moleculares en busca de

variantes gendémicas que puedan aportar mayor conocimiento de su etiopatogenia.

Se puede decir gue los individuos afectados tienen una predisposicion heredada
poligénica donde no se conoce con exactitud cuéles, cuantos y como interactian
entre si los genes que predisponen a la enfermedad, ademas de como éstos
modifican su expresion a través de la interaccién con los factores del medio
ambiente. Ya que éstos ultimos pueden modificarse, son de gran interés en la

prevencion y tratamiento de éste amplio grupo de padecimientos.*?)

La EVC reune las caracteristicas del modelo de herencia multifactorial: a) es un

padecimiento comun, b) su frecuencia varia con la edad, c) la presentacion de la
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enfermedad se ve influenciada por factores ambientales de riesgo, d) puede
observarse con mayor frecuencia en un sexo, e) predomina en ciertos grupos
étnicos (Tabla 1), f) existe agregacion familiar y g) a mayor cantidad de
predisposicion heredada es mayor la probabilidad de que la enfermedad

aparezca.®’

Una historia clinica minuciosa en el interrogatorio -y poniendo especial interés en
los antecedentes heredofamiliares- puede mostrar tanto historia familiar positiva
para EVC en otros miembros de la familia, como también el antecedente de una
enfermedad con un modelo de herencia mendeliana donde la EVC isquémica es
parte del cuadro clinico.®? Por lo tanto, la enfermedad en un individuo puede estar

presente en forma aislada o en forma sindromica. (Tabla 4)

Los padecimientos mendelianos asociados con mayor frecuencia a EVC isquémica
se presentan en la siguiente tabla. En ella puede observarse que el modelo de
herencia que predomina es el autosomico recesivo por lo cual el antecedente de
afectados en la hermandad puede ser dificil de encontrar porque en muchas
ocasiones las familias tienden a ser de pocos miembros.

Tabla 4.- Enfermedades con modelo de herencia mendeliana que pueden presentar
EVC isquémico.

Enfermedades con posibilidad de EVC isquémico.

Enfermedad Locus/Modelo de | Gen(es) Funcion
herencia
MELAS Herencia mitocondrial | tRNA(Leu) A3243. Proteinas de la
tRNA(Leu) T3271C cadena respiratoria.
Otros
CADASIL 19p13.1 (AD) NOTCHS3 Diferenciacion de
astroglia
CARASIL 10g26.3 (AR) HTRA1 Proteasa de matriz
extracel.
Fabry Xg22.1 (ligada al X) GLA Enzima lisosomal
HERNS 3p21.3 (AD) TREX1 Inmunidad
Trombofilias

hereditarias
Osteogénesis

imperfecta tipo

Ehlers-Danlos tipo IV | 2932.2 (AD) COL3A1 Matriz extracelular de
tejidos

Marfan 15g21.1 (AD) FBN1 Microfibrillas
extracelulares de
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tejido conectivo
elastico y no elastico

Pseudoxantoma 16p13.11 (AR) ABCC6 Recambio de tejido
elasticum conectivo
Homocistinuria 21922.3 (AR) CBS Enzima que conjuga

homocisteina y serina.
Enfermedad con posibilidad de EVC isguémico y hemorragico

Enfermedad Locus/Modelo de | Gen(es) Funcién
herencia
Anemia Células | 11p15.4 (AR) HBB Cadena B de Hb del
falciformes adulto
Moyamoya 2 17925.3 RNF213 Funcién de ATPasa

Telangiectasia
hemorragica

hereditaria

Enfermedad de | 13934 (AD) COL4Al Inhibe  angiogenesis

pequefios vasos inducida por hipoxia.

Migrafia  hemipléjica | 1923.2, 19p13 (AD) ATP1A2/ CACNA1A, | Contractilidad

familiar 1y 2 cardiaca./ forma
neuroenddcrina
cerebral relacionada
con corrientes de Ca.

EVC vy vasculopatia | 22q11.1 (AR) CECR1 (ADA2) Desarrollo tisular

con mutaciones en

ADA2

Neurofibromatosis tipo | 17q11.2 (AD) NF1 Expresién principal de

1 neurofibromina en

cerebro
Tomado de: ¥ Terni E, Giannini N, Brondi M, Montano V, Bonuccelli U, Mancuso M. Genetics of

ischaemic stroke in young adults. BBA Clin. 2014;29:96-106. (46)Majersik JJ. Single gene causes of
stroke. Semin Neurol. 2017;37:351-365.)

La historia familiar, la edad de presentacion, las caracteristicas fenotipicas visibles,
la presencia de migrafia con aura, sordera, signos asociados a deprivacion
energética celular y algunos datos imagenoldgicos frecuentes en la imagen de
resonancia magnética pueden orientar el diagndéstico hacia alguno de los
padecimientos mendelianos.“®)

Si bien existen personas con EVC isquémico por un padecimiento sindrémico, la
mayoria de casos ocurren en forma no sindrémica o aislada; es decir, sin formar
parte de un padecimiento monogénico, cromosoémico o con herencia no clasica. En
los casos aislados la historia familiar positiva se ha considerado como uno de los
factores de riesgo clasicos y esta presente hasta en dos terceras partes de los casos
de EVC en jovenes, pero podria servir como indicador de una probable entidad

hereditaria en los casos criptogénicos y en aquellos con eventos recurrentes. Esto
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ayudaria a modificar el abordaje diagndéstico habitual, solicitando pruebas
diagnésticas moleculares dirigidas a una enfermedad hereditaria determinada y, en
caso de confirmacion, otorgar asesoramiento genético a la familia, establecer la
vigilancia periddica para problemas sistémicos asociados e iniciar la prevencion
especifica de complicaciones.>4648) Sy proporcién puede variar en los afectados
de diferentes grupos humanos y va desde 7.4% en Israel hasta 36% en la poblacion
méxicoamericana (10.8% Tunez, 12.3% Corea, 37.3% Europa).(2849.50-52)

El antecedente heredofamiliar positivo también aumenta el riesgo de EVC en los
hermanos del probando, como lo ha informado el estudio Framingham del 2010
donde el riesgo para la descendencia de un paciente con EVC a los 65 afios es 2
veces mayor que el de aquellos sin el antecedente de un progenitor afectado. Se ha
observado también que a menor edad al primer episodio del progenitor(a) y/o
hermano(a), aumenta también la posibilidad de un nuevo evento en el paciente

(recurrencia de hasta 3 veces mas respecto a los pacientes sin el antecedente.¢1.53)

En una revision sistemética realizada en el afio 2004, se concluye que existe
asociacion entre la historia familiar positiva y el aumento (30 al 76%) en el riesgo
para EVC con un OR=1.3-1.8, 44 pero si la muestra solo incluye mujeres menores
de 50 afos, el OR=3.2.(%)

Si bien se ha mencionado que el sesgo de recuerdo y el disefio de los estudios
pueden variar el estimado de la contribucion genética, un estudio sobre
heredabilidad en poblaciéon europea, utilizando microarreglos, observé cifras mas
altas (42%) en menores de 55 afios respecto a los mayores de esa edad (34%) que,
aunque sin significancia estadistica, es una mejor forma de evitar al menos el sesgo
de recuerdo y la falta de informacién en los disefios retrospectivos. )

La historia familiar detallada sirve ademas para identificar la presencia de otras

enfermedades monogénicas cuyo cuadro clinico incluye la EVC.(124557) (Tabla 4)

La participacion de los factores heredables que influyen en el riesgo para EVC -
como en muchas malformaciones congénitas aisladas y enfermedades comunes-
se ha estudiado también observando el porcentaje de concordancia en gemelos

monocigotos respecto a la de dicigotos del mismo sexo. A pesar de que existen
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pocos estudios disponibles y no todos reproducen los resultados, la concordancia
en monocigotos llega a ser de hasta un 60%, lo que demuestra el impacto de los
factores heredables en la presentacion de la enfermedad. Sin embargo los estudios
de concordancia no tienen la capacidad de excluir la influencia de otros factores

modificables presentes en el ambiente que comparten los hermanos.(?58-60)

Dado que la sobrevida ha aumentado y los casos de EVC tienden a elevarse con la
edad, el interés por encontrar marcadores biolégicos y factores heredables de riesgo
ha llevado a plantear la posibilidad de que los diferentes tipos de EVC isquémico
tengan variantes no patogénicas (polimorfismos) en comun y una posible
heredabilidad compartida. Un estudio reciente utilizando la técnica de asociacion de
genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés) observé que los polimorfismos
presentes en un subtipo isquémico de EVC difieren respecto a los demas y se
propone que podrian tener procesos patogénicos diferentes a nivel genético. Estos
hallazgos apoyan la necesidad de contar con procesos diagnosticos especificos
para pacientes que compartan tanto la edad como el subtipo de EVC para que
puedan reclutarse en otros estudios, no soOlo gendmicos sino también

terapéuticos.®b

Otros factores de riesgo heredables: Variantes no patogénicas asociadas a
EVC.-

Se ha estudiado una cantidad importante de genes candidatos con resultados
controversiales y entre ellos estan los del metabolismo de la homocisteinadel
sistema de coagulacion y fibrinolitico, los de glicoproteinas de plaquetas, del
metabolismo lipidico y los relacionados con el sistema renina-angiotensina-

aldosterona.®2%%) (Tabla 5)

Tabla 5.- Polimorfismos de diferentes genes asociados a EVC.

Autores y afio Gen y polimorfismo de OR
riesgo
Alhazzani AA, y cols (2018) | Factor V, G1691A OR 1.84; 95% IC:1.47 a

2.30 en 40 afos
Ruiz-Franco, y cols (2015) | Homocigotos TTde C677T | OR 2.04, Cl 95 % 1.53—
del gen MTHFR. 2.72
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Beata Sarecka-Hujar, y cols | Genotipos GA+AA de OR 1.69; 95% IC:1.25 a

(2017) 20210A del gen FIL. 2.28

Kolovou V, y cols. (2015) Genotipos T vs M de OR:1.57;1C:1.01-2.44
M235T y T174M del gen
AGT

Jiménez-Gonzélez, y cols. | Glu298Asp del genTAFI Y -

(2018) C677T de MTHFR

Atadzhanov M, y cols APOE ¢2¢4 -

(2013)

Wei LK, y cols (2015) C677T del gen MTHFR -

Polimorfismo de insercion/delecién (I/D) en el gen de la ECA.

La enzima renina, denominada ECA (dipepdilil-carboxipeptidasa 1) se expresa en
pulmén, rifién, cardiomiocitos y es abundante en el endotelio vascular cerebral. Su
actividad normal mantiene en homeostasis la presion sanguinea debido a su
funcion en el sistema renina-angiotensina (SRA).(67.:68)

A este sistema se le considera también entre las causas de enfermedad
cardiovascular y aterosclerosis, siendo ambas catalogadas como factores de riesgo
para EVC. Su importante participacion se ha confirmado a través del aumento en la
expresion (MRNA) de genes relacionados con el sistema renina-angiotensina en
modelos animales que desarrollan hipertension arterial 869 y en casos de infartos
lacunares en poblacion japonesa, donde el polimorfismo M235T del gen del
angiotensindgeno (AGT) mostré una asociacion significativa con la gravedad de
infartos lacunares en pacientes jovenes (p <.05).(7071)

La ECA convierte la angiotensina 1 en angiotensina 2, cuya funcion es la de un
potente vasoconstrictor, e inactiva a la bradicinina, que a su vez funciona como
vasodilatador. (72-74)

Un incremento continuo de los niveles de angiotensina 2 y una disminucion en la
concentracion de bradicinina resultan en un estado crénico de incremento en la
resistencia vascular y en consecuencia, en aumento de la presion arterial. Ademas,
angiotensina 2 promueve la proliferacion de las células de musculo liso, la
migracion, activacion y adhesion de los macrofagos a la pared vascular permitiendo

el desarrollo de la placa aterosclerosa (7477
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El gen de la ECA (ACE por sus siglas en inglés) se localiza en 17923, consiste en
63.4 Kpb (miles de pares de bases), tiene 26 exones, 25 intrones y codifica para
una proteina de 1,261 aminoéacidos con peso molecular de 80,073 Daltones.("8.79)
Este gen tiene varias regiones polimorficas y una de las mas estudiadas es la
region de insercién/delecion (I/D) de 287 pb en la secuencia de repetidos tipo Alu

localizada en el intron 16. El alelo silvestre es aquel con la insercion (1).

Rigat y cols. fueron los primeros en describir el polimorfismo I/D. Las personas con
genotipo D/D muestran un incremento en la concentracion plasmaética de la
enzima comparado con los pacientes con genotipos I/l o I/D. El polimorfismo I/D
contribuye aproximadamente en un 50% en las variaciones de la concentracion
enzimatica en plasma. Sus hallazgos se reprodujeron en el estudio de Catto y

cols. en 1996 (80.81)

El genotipo D/D se asocia con un incremento en los niveles y la actividad de la
enzima y ha mostrado ser un factor de riesgo para infarto agudo del miocardio (IAM)
y enfermedad coronaria (74:82,83-86)

Previamente Kato y cols. habian demostrado una asociacion entre el polimorfismo
insercion/delecion del gen ACE vy el desarrollo de enfermedad cardiovascular €7y
su gravedad, donde el genotipo D/D mostré asociacion con un empeoramiento en

fraccion de eyeccion y el diametro sistélico y diastdlico del ventriculo izquierdo.(®

El producto del gen ACE también se encuentra en el miocardio ©°-°1) y su expresion
esta incrementada en procesos de remodelacion y aterosclerosis.®?°% Esto
concuerda con los hallazgos en diferentes estudios: un meta-analisis en el cual se
incluyeron 10,547 sujetos chinos con hipertension esencial, demostré una
asociacion con el polimorfismo 1/D.®")

Otro de igual disefio identifico que éste mismo se asocia a EVC, ®® resultado que

fue corroborado por Markoula y cols. en poblacién griega.©®)

La asociacion del polimorfismo I/D con EVC isquémica se ha mostrado en diferentes

poblaciones y con resultados variables. Zhang y cols. analizé 50 estudios en un
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meta-analisis del 2012, el cual mostrd que el alelo D/D tiene 87% mayor riesgo en
asiaticos que en poblacion europea y el riesgo elevado mayor se observo en
estudios con muestra de casos hospitalarios. Este meta-analisis concluye que ACE
es un buen gen candidato para la EVC, la plausibilidad biolégica sugiere que podria
estar modulando el riesgo para EVC isquémica. Por otra parte menciona el posible
papel del grupo étnico estudiado respecto a la variacion en las frecuencias del
genotipo asociado a EVC y los factores del medio ambiente en el que viven los
diferentes grupos humanos.®”) Sin embargo, el meta-andlisis en poblacién del norte
de la India concluy6 que no existe asociacion estadisticamente significativa entre el
genotipo D/D y EVC isquémico y el mayor riesgo se observé con éste mismo

genotipo y EVC de pequeiios vasos ,aungue su significancia fue limitrofe.©8

Polimorfismo T174M en el gen del angiotensindgeno y la EVC

El gen del angiotensindgeno (AGT) se localiza en 1g42.2. Aunque existen diversos
polimorfismos en el gen, el mas estudiado es M235T, (99-190) g| cual se ha asociado
con el desarrollo de enfermedad cardiovascular 1%V y, en algunos estudios,(102.103)
pero no en todos, 194195 ha mostrado asociacién con incremento en la concentracion
sanguinea de angiotensindgeno.

Previos estudios han demostrado una asociacion entre el polimorfismo M235T vy el
desarrollo de hipertension arterial e infarto agudo de miocardio y otros mas lo
describen como un factor de riesgo para el desarrollo de EVC en varios grupos
humanos.(106-110)

El gen AGT tiene un polimorfismo que resulta en una substitucién del amino acido
de treonina por una metionina en la posicion 174 en el exdn 2. Previos estudios han
demostrado que éste se asocia con el desarrollo de hipertensién y de enfermedad
coronaria,("0111-112) gunque dicha asociacion no ha sido demostrada por otros
investigadores.(113-115)  Asi también se ha informado de su asociacién con la EVC,
pero los resultados son alin contradictorios.16)

En un estudio previo del mismo grupo de trabajo del actual, se ha demostrado que
la hipertensién es el segundo factor de riesgo asociado a la EVC en sujetos

jovenes mexicanos y debido a que las variantes polimérficas propuestas en el
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presente trabajo de investigacion se asocian al desarrollo de la hipertension, se
decidio6 realizar el estudio para definir su asociaciéon como factores de riesgo de

dicha enfermedad.(©3

24



1. JUSTIFICACION
La EVC representa una de las causas mas importante de morbi-mortalidad en el
mundo. En México se reporta como la tercera causa de muerte y es altamente
discapacitante, por lo que constituye un problema de salud publica de alto costo en
su tratamiento médico. El costo por atencion del cuadro agudo es de méas de
$100,000 sin incluir gastos de rehabilitacion, pension y medicamentos necesarios

por tiempo prolongado (anticoagulantes y antiagregantes plaquetarios).

En el 50% de los pacientes jévenes no se encuentra una etiologia que justifique el
evento agudo, no obstante, se han descrito diversos polimorfismos en varios genes
asociados a la EVC a nivel mundial. En nuestro pais los Unicos factores que se
consideran de riesgo son enfermedades como la HAS, la DM, dislipidemia y
obesidad asi como otros factores modificables como el tabaquismo por lo que la
identificacion y caracterizacion de estos polimorfismos resulta ser muy importante

en la prevencion, pronostico y tratamiento en este tipo de pacientes.

Debido a lo anterior iniciamos el primer estudio en el IMSS para identificar factores
genéticos de riesgo asociados a la EVC en mexicanos. Nuestra propuesta es
continuar con la identificacion de otros genes asociados a riesgo o con efecto
protector para dicha enfermedad, dado que en jévenes afectados podrian participar
de manera importante por el poco tiempo de exposicién a los factores de riesgo

modificables en comparacion con los adultos mayores.

Los resultados obtenidos del presente estudio nos ayudarian a entender aun mejor
las bases moleculares y fisiopatologicas de la EVC en pacientes jévenes de nuestra
poblacién y con ello poder prevenir el posible desarrollo de dicha enfermedad en los

familiares de los pacientes mediante la identificacion de grupos de riesgo.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La enfermedad vascular cerebral es la tercera causa de muerte en nuestro pais y
en aproximadamente un 50% no se encuentra una causa aparente, por lo que se
plantea el estudio de algunas variantes genéticas (polimorfismos) que pudieran
representar un factor de riesgo para el desarrollo de dicha enfermedad en nuestra

poblacién. De ahi surgi6 la pregunta:

¢ Existe asociacion entre los polimorfismos I/D en el gen la ECA, el M235T vy el
T174M en el gen del angiotensindégeno y la EVC en pacientes jovenes mexicanos?

IV.  HIPOTESIS
e Los polimorfismos propuestos estan asociados con un OR al menos de 2 en la

enfermedad vascular cerebral de pacientes jovenes mexicanos.

V. OBJETIVO
e Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos insercion/delecién en el
gen de la ECA, el M235T, T174M en el gen del angiotensinégeno y la EVC en

pacientes jovenes mexicanos.
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VI. MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

1) Disefio del estudio:

a. Se trata de un proyecto de investigacion clinica que parte de pacientes
gue ya tuvieron el desenlace y controles sanos. El disefio adecuado
para contestar la pregunta de investigacion es el de casos y controles.

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO (EJES DE LA INVESTIGACION)

Por el control de la maniobra Observacional
Por la medicién en el tiempo Transversal
Por la direccién de la investigacion Retrospectivo
Por el tipo de muestreo No aleatorio

Por el nUmero de grupos Comparativo

Gen de la ECA

Polimorfismo 1/D

Fig. 1. Esquema general del estudio

2) Universo de trabajo

a. El estudio se llevé a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en
Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del Hospital General Regional
No. 1 Carlos MacGregor Sanchez Navarro.

b. Periodo de realizacion del estudio: Marzo 2017 a febrero 2018.

3) Seleccidn de la muestra

3.1. Tipo de muestreo:

Consecutivo no probabilistico.
Debido a que es una Unidad de Investigacion Médica dedicada al estudio del
paciente con enfermedad vascular cerebral isquémica en el IMSS, se cuenta con

una lista de pacientes de edad <45 afios que han sido referidos a la unidad con
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diagnéstico de EVC y que acuden para continuar con su terapia y control con
anticoagulantes y antiagregantes plaquetarios. Se invité a participar en el protocolo
tanto al grupo de casos como de controles y a los que aceptaron se les cito en dia
y hora determinados para otorgarles una explicacion en extenso, firma de la carta
de consentimiento informado y toma de muestra. Ambos grupos fueron pareados
por edad y sexo y cuando fue posible, por la clinica de adscripcidn que correspondia

a cada paciente incluido.

3.2. Grupos de estudio:

A) Defincion operacional de CASO: Paciente adulto menor de 45 afios con deficit
neurologico focal con mas de 24 horas de duracion y con evidencia de lesion

isquémica por neuroimagen.

B) Definicion operacional de CONTROL. Paciente adulto menor de 45 afios, sin
evidencia clinica o imagenolégica (TAC) de enfermedad vascular cerebral que
acepto participar en el estudio. Se seleccionaron para parearlos con los casos por

sexo y edad +/- 5 afios.

3.3. Criterios de inclusion para los casos:

e a).- Pacientes de cualquier sexo.

e Db).- Edad menor o igual a 45 afios.

e ).- Pacientes con diagndstico clinico, tomografico y resonancia magnética de
enfermedad vascular cerebral.

3.4. Criterios de no inclusiéon y exclusién para el grupo control

e Que no aceptaron participar en el estudio.
e Diagnostico de algun proceso patologico después de haber sido incluido en el
estudio (clinicamente o por laboratorio).

¢ Que estuviesen utilizando terapia anticoagulante.

28



3.5. Criterios de no inclusiéon y exclusién para pacientes con EVC

e Pacientes que no aceptaron participar.
¢ Que padecian trombofilia congénita o adquirida.
e Diagnostico de EVC hemorrégico.

e Diagnostico de diseccion arterial o cardioembolismo.

4) Tamaio de la muestra

Se calculo el tamafio de la muestra con base en lo demostrado en otras poblaciones
y de acuerdo a la diferencia de proporciones encontrada para la presencia de los
polimorfismos I/D, M235T y T174M entre enfermos y sanos. Se utilizé la férmula
para la diferencia de proporciones. Se consideré un valor alfa de 0.05 y un poder
estimado a priori de 0.80 (beta 0.20).

5) Descripcién de las variables:

VARIABLES INDEPENDIENTES:
1. Presencia del polimorfismo I/D en el gen de la enzima convertidora de

angiotensina.

a) Definicion conceptual: Pérdida o ganancia de 287 pares de bases (pb) en el intrén

16 del gen de la enzima convertidora de angiotensina.

b) Definicion operacional: Presencia de una banda fluorescente de 190 pb para la
delecion o de una de 490 pb para la insercion, observada en un gel de agarosa.

c) Tipo de variable: cualitativa.
d) Escala de medicion: nominal, dicotébmica.
e) Unidades de medicion: si/no.

Homocitotos I= 480, homocigotos D= 190, heterocigotos= 480/190
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2. Presencia del polimorfismo M235T en el gen del angiotensindgeno.

a) Definicién conceptual: Variacion M235T en la secuencia de ADN en el gen del
angiotensindgeno que produce una substitucion del aminocido metionina por

treonina en la posicion 235 de la proteina.

b) Definicion operacional: Presencia de una banda fluorescente de 303 pares de
bases (pb) en vez de una de 266 pb en un gel de agarosa.

c) Tipo de variable: cualitativa
d) Escala de medicion: nominal, dicotomica

e) Unidades de medicién: si/no

3. Presencia del polimorfismo T174M en el gen del angiotensinégeno.

a) Definicibn conceptual: Variacion en la secuencia de ADN en el gen del
angiotensindgeno, la cual consiste en una substitucion del aminoacido metionina

por una treonina en la posicion 174 de la proteina.

b) Definicion operacional: El alelo M235 identificado por una banda fluorescente de

266 pb en vez de una de 303 pb en un gel de agarosa.
c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicion: nominal, dicotomica

e) Unidades de medicién: si/no

VARIABLE DEPENDIENTE:

1. Enfermedad vascular cerebral isquémica.

a). Definicion conceptual. Presencia de un déficit neurolégico clinico asociado a la
evidencia de una zona isquémica en el sistema nervioso central observada en la

tomografia axial computarizada o resonancia magnética nuclear del encéfalo.
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b). Definicion operacional. Presencia de una zona de hipointensidad que representa
necrosis en cualquier area del sistema nervioso central en un estudio de imagen
(TAC, RM).

c ). Tipo de variable. Cualitativa.

d). Escala de medicion. Nominal, dicotébmica.
e) Unidades de medicién: si/no

VARIABLES CONFUSORAS:

1.- Hipertension arterial sistémica

a) Definicidbn Conceptual: Elevacion de la tension arterial sistélica >de 140 mMHg o
de la tensidn arterial diastélica >90 mMHg en mediciones repetidas, o bien cifras de

tension, arterial normal, pero bajo tratamiento antihipertensivo.

b) Definicion Operacional: Diagndstico previo de hipertension arterial. TA sistdlica
2140 mMHg o diastolica 290 mMHg durante la revision en mediciones repetidas o
bien cifras de tension arterial normales pero bajo el efecto de tratamiento

antihipertensivo.

c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicion: nominal, dicotbmica
e) Unidades de medicién: si/no

2.- Diabetes Mellitus

a) Definicién conceptual: Elevacion de la glucosa sérica 2126 mg/dL en ayuno de al
menos 6 horas, o bien 200 mg/dL o mas a cualquier hora del dia con presencia de

sintomas.

b) Definicion operacional: Diagnostico previo o durante la revision de cifras de
glicemia 2126 mg/dL en ayuno de al menos 6 horas. 200 mg/dL o mas a cualquier
hora del dia con presencia de sintomas o bien cifras normales de glucemia bajo

tratamiento hipoglucemiante.
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c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicién: nominal, dicotémica
e) Unidades de medicién: si/no

3.- Dislipidemia

a) Definicion conceptual: Estado de desequilibrio entre el aporte y la demanda de
grasas gue condiciona elevacién de colesterol y acidos grasos.

b) Definicion operacional: Colesterol igual 6 mayor a 220 mg/dl y cifra de triglicéridos
=180 mg/dl.

c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicion: nominal, dicotdmica
e) Unidades de medicién: si/no

4.- Tabaquismo

a) Definicion conceptual: Consumo de tabaco en cualquier época de la vida de por
lo menos un cigarrillo por dia durante un afio, o bien la exposicion pasiva al humo

de tabaco diariamente al menos de un afio.

b) Definicion operacional: Antecedente de consumo de tabaco en cualquier época
de la vida de por lo menos un cigarrillo por dia durante un afio, o bien la exposicién

pasiva diaria al humo de tabaco en un afio.
c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicion: nominal, dicotomica
e) Unidades de medicion: si/no

5.- Obesidad

a) Definicion conceptual: Peso corporal de al menos 2 DS por arriba de la media

para edad y sexo, secundario al acimulo de tejido adiposo.

b) Definicién operacional: Individuo con IMC >30/m? de superficie corporal.
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c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicién: nominal, dicotémica
e) Unidades de medicién: si/no

6.- Edad

a) Definicion conceptual: NUmero de afios que tiene el paciente desde que nace

hasta el momento de ingresar al estudio.

b) Definicion operacional: Numero de afios reportado por el paciente corroborado

por informacion del expediente.

c) Tipo de variable: Covariable

d) Escala de medicion: Cuantitativa continua
e) Unidades de medicién o categorias: Afios.
7.- Sexo

a) Definiciobn conceptual: Género que tiene el paciente de acuerdo a sus

caracteristicas fenotipicas.

b) Definiciébn operacional: Género que tiene el paciente de acuerdo a registros y

evaluacion clinica.
c) Tipo de variable: Covariable.
d) Escala de medicion: Cualitativa nominal.

e) Unidades de medicién o categorias: Femenino o masculino.

6) Descripcion general del estudio

Extraccion de la muestra sanguinea: Para obtener el ADN se extrajo de la vena

antecubital 15 ml de sangre total (teniendo cuidado de que el torniquete no se
apligue con mucha tension), colectada en un tubo conteniendo EDTA (4 ml) y se

centrifugd a 2500 g por 10 minutos. La capa superior (plasma) se retird

33



cuidadosamente tratando de no perturbar la siguiente capa en donde se encuentran
localizados los leucocitos (buffy coat) y se transfirié con una pipeta de plastico estéril
a un tubo de plastico Eppendorf estéril de 1.5 ml libre enzimas (RNAsas y DNAsas).
El concentrado eritrocitario de la capa inferior se desech6 en un contenedor
destinado para material organico (residuos peligrosos). Finalmente se utilizé un tubo
sin anticoagulante (7ml) para obtener suero, el cual se utilizé para determinacion de

niveles de ECA y de angiotensindégeno.

Extraccion de ADN: Se utilizé el equipo comercialmente disponible de la marca

Qiagen (QlAamp DNAMini Kit) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la
compafia. Una vez extraido el ADN se procedid a su conservacion en un
congelador a -70° C, hasta que se utilizé para la amplificacion de los segmentos

correspondientes.

Genotipificacion de la insercion/delecion en el gen de la ECA: Después de la

extraccion de ADN se procedio a la amplificacion del fragmento de interés mediante
el uso de la técnica de biologia molecular de reaccién en cadena de la polimerasa
para polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (PCR) con los
siguientes oligonucledtidos: (sentido) 5’-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-
3’y (antisentido) 5°GAT GTG GCC ATC TTC GTC AGA T-3’ en un volumen final de
50 microlitros conteniendo 3 mM (milimolar) de cloruro de Mg, 50 mM, KCI 10 mM,
Tris-HCI (pH 8.4) 0.5 mM de cada dNTP (dideoxinucleétidos): dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) (Promega) y 1 unidad de Taqg-polimerasa (Promega). La amplificacién se
llevé a cabo en un termociclador marca Applied Biosystem bajo las siguientes
condiciones térmicas: desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineacion a 58°C por 1
min y extension a 72°C por 2 min y repetidos por 30 ciclos. Los productos de PCR
se separaron mediante un gel de agarosa al 3% mediante bromuro de etidio y se
observaron en un transiluminador de luz UV. La interpretacion se basé en el
reconocimiento de las bandas de 190 y 490 pares de bases para la delecion (D) e

insercion (l) respectivamente.
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Genotipificacion del polimorfismo M235T en el gen del angiotensinégeno:

Después de la extraccion de ADN se procedio a la amplificacion del fragmento de
interés mediante el uso de la técnica de biologia molecular PCR-RFLP con los

siguientes oligonucledtidos:

Sentido: 5-GATGCGCACAAGGTCCTG3 y antisentido:
5 CAGGGTGCTGTCCACACTGGCTCGCS3  en un volumen final de 50 microlitros
conteniendo 3 mM de Cloruro de Mg, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 0.5 mM
de cada dNTP (Promega) y 1 unidad de Taq polimerasa (Promega). La amplificacion
se llevd a cabo en un termociclador marca Applied Biosystem bajo las siguientes
condiciones térmicas: desnaturalizacion a 94°C por 1 min. alineacion a 61°C por 1
min. y extensién a 72°C por 2 min. y repetidos por 25 ciclos. Una extension final de
15 min. a 72°C. Los productos de PCR se sometieron a restriccion por la accion de
la enzima SfaNi. El alelo M235 se identific6 mediante la banda de 266 pb y el alelo
T no se secciond por la accion de la enzima permaneciendo un producto de PCR
de 303 pb en un gel de agarosa al 3% utilizando bromuro de etidio y visualizados

en un transiluminador de luz UV.

Genotipificacion del polimorfismo T174M en el gen del angiotensinégeno:

Después de la extraccion de ADN se procedio a la amplificacion del fragmento de
interés mediante el uso de la técnica de biologia molecular PCR-RFLP con los
siguientes  oligonucledtidos:  (sentido) 5-GATGCGCACAAGGTCCTG3 vy
(antisentido) 5"CAGGGTGCTGTCCACACTGGCTCGC3  en un volumen final de 50
microlitros conteniendo 3 mM MgCI2, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 0.5 mM
de cada dNTP (Promega) and 1 unidad de Tag polimerasa (Promega). La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador marca Applied Biosystem bajo las
siguientes condiciones térmicas desnaturalizacion a 94°C por 1 min. alineacién a
61°C por 1 min. y extension a 72°C por 2 min. repetidos por 25 ciclos. Una extensiéon
final de 15 min. a 72°C. Los productos de PCR se sometieron a restriccion por la
accion de la enzima Ncol. El alelo T134M se identifico mediante la banda de 211 pb

y 92 pb, mientras que el alelo T no se secciond por la acciéon de la enzima
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permaneciendo un producto de PCR de 303 pb en un gel de agarosa al 3%

utilizando bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador de luz UV.

Figura 1. Geles de agarosa con bandas fluorescentes para la identificacién de los
polimorfismos de interés. Imagen rerpresentativa.

S W 490 bp

W 190 bp

(A) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. La linea 1 representa el homocigoto
D/D, la linea 2 representa el homocigoto /1, la linea 3 representa el heterocigoto I/D. (B) Analisis de
gel de agarosa de la region polimérfica M235T del gen del angiotensindgeno. La linea 1 representa
el fragmento polimérfico M/M, la linea 2 el fragmento correspondiente al genotipo T/M después de
la digestion con SfaNI (235pb), y la linea 3 representa el genotipo T/T. (C) Analisis electroforético
en gel de agarosa dela region polimérfica T174M del gen del angiotensinégeno. La linea 1
representa el fragmento correspondiente al genotipo M/T posterior a la digestién con Ncol, la linea
2 y 3 representan el genotipo silvestre M/M y la linea 4 el genotipo polimérfico T/T.

7) Anélisis estadistico

Los datos se presentan como medidas de tendencia central y de dispersion de
acuerdo a la distribucién de los datos. Se calcul6 el riesgo relativo con intervalos de
confianza (IC) del 95% para las variables independientes. Las variables categoricas
se analizaron con la prueba de chi cuadrada. Para el analisis de variables continuas
se usé la prueba de t de Student. Para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg
se utilizo la prueba de chi cuadrada. Se considerd con significancia estadistica un

valor de p<0.05. Arriba de 1 se considero de riesgo.

Finalmente, todas las variables en las que se haya obtenido una diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) se incluyeron en un analisis multivariado de
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regresion logistica para obtener cada uno de los factores que representaron un
riesgo independiente para el desarrollo de la enfermedad. El analisis estadistico se
realizd mediante el paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) version 18: SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Las diferencias en los niveles
plasmaticos de ECA y angiotensindgeno entre los tres diferentes genotipos se

evaluaron mediante la prueba de ANOVA.
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VIl. ASPECTOS ETICOS

Riesgo de la Investigacion. Esta investigacion se considero de riesgo minimo de
acuerdo a la Ley General de Salud contenida en la Constitucién Politica de los
Estados Unidos Mexicanos en materia de Investigacion para la salud en seres
humanos, titulo segundo, capitulo I, articulo 17, publicada en el Diario Oficial de la

Federacion el dia 6 de enero de 1987.

Apego a normativas y tratados. El presente proyecto se ajusta a los preceptos
enunciados en la declaracion de Helsinki y sus revisiones asi como a lo estipulado

en la Ley General de Salud en cuanto a la investigaciéon médica en sujetos humanos.

Consentimiento informado. Se elabor6 un instructivo en donde se especifico en
lenguaje claro y sencillo los objetivos del proyecto, los beneficios y riesgos
esperados y la manera en que participaron los pacientes, haciendo hincapié que en
caso de solicitar retirarse del estudio, no influiria en su atencién meédica. Al final del
instructivo se incluyo la carta de consentimiento bajo informacién que corresponde
a un resumen de lo anotado en el instructivo, también en lenguaje claro y sencillo,
ademas de un espacio en donde el paciente acepté participar en el proyecto,
anotandose nombre y firma (huella digital) del paciente, de dos testigos y del
investigador responsable local.

Potenciales beneficios. No existe un beneficio directo para el paciente mas que la
realizacion de un protocolo de estudio completo, la identificacion de trombofilias y

de los polimorfismos.

Potenciales riesgos. Se catalogd como de riesgo minimo ya que se tomé una
muestra bioldgica (sangre) que es adicional al estudio habitual que se realiza a los

pacientes.
Balance riesgo-beneficio. No hay un riesgo mayor al participar en la investigacion.

Confidencialidad de la informacion. Se le asigné a cada paciente un numero, el
cual se utilizé para la identificacion del sujeto durante el desarrollo del estudio. Los

datos personales se mantuvieron en una base de datos al que solo ruvieron acceso
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los investigadores principales, con lo cual se garantizé la confidencialidad de la

informacion.

Seleccion de los potenciales participantes. Los pacientes fueron seleccionados
de acuerdo a como se captaron en las diferentes sedes colaboradoras, sin

preferencia de ningun tipo, siempre que cumplieran con los criterios de inclusion.

39



VIlIl. RESULTADOS
El nimero de casos fue de 224 al igual que de controles. Las caracteristicas
generales de los pacientes y controles se muestran en la Tabla 1. Todos los
participantes tienen ancestria mexicana (al menos dos generaciones previas
nacidas en México). La edad de los pacientes fue de 45 afios o menor. La media de
edad para el grupo de pacientes fue de 33.71+4.6 mientras que en el grupo control
fue de 32.2+6.5 afos. No hubo diferencia respecto a género entre ambos grupos (p
= 0.65). Se realizé tamizaje de trombofilia sélo en los pacientes. Los casos tuvieron
mayor prevalencia de factores tradicionales de riesgo cardiovascular para
enfermedad vascular cerebral. Se observé mayor frecuencia de hipertension en el
grupo de pacientes (15.6% vs. 4.9%; OR = 2.78; IC 95% = 1.39-5.61; p = 0.001),
tabaquismo (32.1% vs. 16.9%; OR = 2.05; IC 95% = 1.30-3.26; p = 0.001) y
antecedente familiar de enfermedad cardiovascular (25.9 vs. 20,5%; OR = 1.82; IC
95% 1.12 -2.98; p = 0.01). No se encontrd diferencia significativa en cuanto a

dislipidemia (p = 0.5) o diabetes (p = 0.32) entre los grupos.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con enfermedad isquémica idiopatica y sus

controles.
Pacientes Controles
Valor de P*

(n=224) (n=224)
Edad, afios (promedio, SD) 33.7+4.6 32.2 +6.5 0.65
Mujer, n (%) 136 (60.7) 136(60.7) NS
Hombre, n (%) 88 (39.3) 88 (39.3) 0.50
Diabetes Mellitus, n (%) 21(9.4) 16 (7.1) 0.32
Hipertension, n (%) 35 (15.6) 14 (4.9) 0.001
Tabaquismo actual, n (%) 72 (32.1) 42 (16.9) 0.001
Dislipidemia, n (%) 104 (46.4) 97 (43.3) 0.001
Historia familiar de ATD, n (%) 58 (25.9) 36 (20.5) 0.01

*Valor de P: Prueba de t para variables continuas, Chi cuadrada o prueba exacta de Fischer para
proporciones. EVC= Enfermedad vascular cerebral; NS= No significativa
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La Tabla 2 muestra la distribucion de genotipos y alelos I/D en el gen de la ECA
para los pacientes y controles. No hubo diferencia significativa en la distribucion
entre ambos grupos (p = 0.20). La proporcion de genotipos en el grupo de pacientes
fue de 79 individuos (35.3%) homocigotos para el alelo I, 106 (47.3%) heterocigotos
I/Dy 39 (17.4%) homocigotos para el alelo D. No se encontro diferencia significativa
en la frecuencia alélica (p = 0.20). En el grupo de pacientes y controles la frecuencia
del alelo D fue de 41.0% y 36.8%, respectivamente. El analisis univariado no mostro
diferencia en la distribucion genotipica entre pacientes con infarto cerebral y
controles (portadores I/l e 1/D), comparado con el genotipo D/D (OR = 1.23; IC 95%
=0.83-1.84; p = 0.28).

Tabla 2. Genotipo I/D y frecuencia alélica en pacientes con enfermedad vascular cerebral
isquémica y controles.

Pacientes Controles
Genotipo I/D Valor de P*
(n=224) (n=224)
Genotipo
/1, n (%) 79 (35.3) 90 (40.2)
I/D, n (%) 106 (47.3) 103 (46.0)
D/D, n (%) 39 (17.4) 31(13.8) 0.20*
D/D+I/D vs I/l 39+106 vs. 79 31+103 vs. 90 0.28*
Alelo
1, n (%) 264 (59.0) 283 (63.2)
D, n (%) 184 (41.0) 165 (36.8) 0.20*

Los datos presentados se refieren al nimero de pacientes (%). * X2

La Tabla 3 muestra la distribucion de genotipos y alelos del polimorfismo M235T en
el gen de la AGT en pacientes y controles. Hubo diferencia significativa en la

distribucion de los genotipos entre ambos grupos (p = 0.001). La distribucién
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genotipica en el grupo control fue de 134 individuos (60%) homocigotos para el alelo

M, 65 (29%) heterocigotos M/T, y 25 (11%) homocigotos para el alelo T. Se observo

diferencia significativa en la frecuencia alélica (p = 0.01). En pacientes y controles,

las frecuencias para el alelo T fueron 26.5% y 18.3%, respectivamente.

Tabla 3. Genotipo M235T y frecuencia alélica en pacientes con enfermedad vascular cerebral

isquémica idiopatica y controles.

Pacientes Controles Valor de P*
(n=224) (n=224) ()
Genotipo
M/M, n (%) 134 (60.0) 153 (68.3)
M/T, n (%) 65 (29.0) 60 (26.8)
T/T, n (%) 25 (11.0) 11 (4.9) 0.01*
T/T +M/M vs. 25 +65 vs. 11+60 vs.
0.01*
M/T 134 153
Alelo
M, n (%) 333 (74.5) 366 (81.7)
T, n (%) 115 (26.5) 82 (18.3) 0.01*

Los datos presentados se refieren al nimero de pacientes (%). * X2

En la Tabla 4 se muestra la distribucion alélica y genotipica del polimorfismo T174M

para pacientes y controles. Hubo diferencia significativa en la distribucion de

genotipos entre ambos grupos (p = 0.02). En el grupo control, los genotipos
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encontrados fueron 166 (74.1%) individuos homocigotos para el alelo M, 54 (24.1%)
heterocigotos M/T y 4 (1.8%) homocigotos para el alelo T. Se evidencié diferencia
significativa en la frecuencia alélica (p = 0.02). Para pacientes y controles, las

frecuencias del alelo M fueron 13.8% y 9.0%, respectivamente.

Tabla 4. Genotipo T174M y frecuencia alélica en pacientes con enfermedad vascular cerebral

isquémica idiopatica y controles.

Pacientes Controles
Valor de P*
(n=224) (n=224)
Genotipo VALORES AL REVES CON ESTOS
T/T, n (%) 185 (82.5) 166 (74.1)
T/M, n (%) 54 (24.1) 38 (17.0)
M/M, n (%) 4(1.8) 1(0.5) 0.03*
4454 vs, 1+38 vs.
M/M + TM vs. 0.03*
166 185
TT
Alelo
T, n (%) 386 (86.2) 408 (91.0)
M, n (%) 62 (13.8) 40 (9.0) 0.02*

Los datos presentados se refieren al nimero de pacientes (%). * X2
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En la Tabla 5 se muestra el analisis de OR ajustados, 4 factores de riesgo
independientes se asociaron con EVC isquémico (EVCI): alelos T235 y M174;

tabaquismo; hipertension y antecedente familiar de enfermedad vascular cerebral.

Tabla 5. Analisis de regresion logistica multiple utilizando EVC isquémico como variable

dependiente.

Factor de riesgo OR 95% ClI Valor de P
M235T 21 (1.0-3.2) 0.01
T174M 1.2 (1.0-2.4) 0.03
Hipertension 2.7 (1.04-3.7) 0.03
Tabaquismo 2.5 (1.1-4.0) 0.02
Historia familiar de EVC 1.6 (1.0-2.42) 0.04

OR: razén de momios; EVC = Enfermedad vascular cerebral.

En la Tabla 6 se muestran las frecuencias alélicas y los alelos de riesgo de los

poliformismos entre diferentes grupos etnicos.
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Tabla 6. Frecuencia alélica de los alelos de riesgo de los polimorfismos entre los diferentes

grupos étnicos.

Alelo Autor Grupo Tamaiio de Edad Frecuencia
étnico muestra promedio alélica
1/D del Isordiay Mexicano 224 37.7 41.0%
gen ACE cols. (actual)
Peray cols. Polaco 368 65.1 52.2%
(2006) 118
Tuncery Turco 108 70.9 64.0%
cols.
(2006)Y
Karagiannisy Griego 100 69.3 57.0%
cols.
(2004) 119
Dominguez Espafiol 531 71.5 65.4%
y cols.
(2010)**°
Markoula y Griego 176 65.9 59.1%
cols. (2011)
Mostafa y Egipcio 30 61.1 10.0%
cols. (2016)
M235T Isordiay Mexicano 224 37.7 26.5%
del gen cols. (actual)
AGT
Saidi y cols. Tunesino 202 60.3 40.2%
(2009)
Nakase y Japonés 78 70.2 83.0%
cols. (2007)
Umy cols. Coreano 365 66.1 88.0
(2005)
T174M Isordiay Mexicano 224 37.7 13.8%
del gen cols. (actual)
AGT
Saidi y cols. Tunesino 202 60.3 12.0%
(2009)
Liuy cols. Chino 90 58.4 87.7%
(2004)

En nuestro estudio las concentraciones de AGT fueron mayores comparadas con el

grupo control (p = 0.001). Sin embargo, los niveles fueron similares en los 3

genotipos M235T.
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IX.  DISCUSION
La EVC isquémica constituye una enfermedad compleja y heterogénea de multiples
etiologias con manifestaciones clinicas relevantes. Mientras los factores de riesgo
tradicionales como diabetes, tabaquismo, hipertension vy dislipidemia son
considerados mas importantes que los factores hereditarios, diversos estudios de
casos y controles y metaanalisis han demostrado una fuerte contribucion de factores

y antecedentes genéticos que influyen en la susceptibilidad a EVCI.

La ECA, enzima clave en el sistema renina-angiotensina, media la homeostasis de
la pared vascular y el volumen extracelular. Cataliza la conversion del decapéptido
angiotensina | en el octapéptido angiotensina Il. ElI polimorfismo de
Insercién/Delecion (I/D) en la region no codificante del gen de la ECA ha sido
asociado significativamente con IC en diferentes poblaciones, ®”) mientras que otros
estudios no han logrado demostrar dicha asociacion.(117118) | a ECA activa la
angiotensina | e inactiva bradicinina, ocasionando menor perfusion tisular,
hipertrofia de las células musculares lisas de la vasculatura y estimulacion del
inhibidor del activador del plasmindégeno tipo 1. Ademas, las concentraciones
plasmaticas de ECA constituyen un factor importante en el perfil de riesgo
cardiovascular y cerebrovascular, ya que la exposicidén cronica a niveles plasmaticos

elevados de ECA puede resultar en engrosamiento y rigidez de la pared vascular.

Los resultados de estudios previos del polimorfismo I/D en EVC han sido
inconsistentes, algunos grupos reportan asociacion entre el genotipo DD y/o el alelo

Dy el desarrollo de EVCI, mientras que otros reportan lo contrario.

En el presente estudio se investigo la posible asociacién entre el polimorfismo I/D
en el gen del ECA e | EVCI en nuestro grupo de pacientes. Los hallazgos son
consistentes con los publicados por Pera et al, en la poblacién Polaca.® Sin
embargo, ellos encontraron un mayor porcentaje del genotipo DD en el grupo de

pacientes (23.9%) comparado con el nuestro (17.4%).

Tuncer et al, demostraron ausencia de asociacion del genotipo DD y/o del alelo D

con EVCI o sus subtipos en la poblacién de Turquia @17). Resultados similares se
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obtuvieron por Karaginannis y cols. 19 en poblacion griega. Otro resultado negativo

fue observado por Dominguez y cols. 129 en la poblacién espaiola.

Se ha demostrado que la actividad enzimatica se encuentra asociada con el
polimorfismo I/D, siendo mayor en los sujetos con genotipo DD, baja para los sujetos
Il, y de nivel intermedio en los heterocigotos. €% Esto fue confirmado por Domingues
y cols., quien ademas analizé los niveles circulantes de la proteina ECA y confirmé
que el genotipo DD se asocié con mayores niveles de la proteina, aunque los
pacientes con IC no presentaron niveles mas elevados de ECA comparado con los
controles.(?9 Ademas, otros estudios han descrito niveles incrementados de ECA
basales en pacientes con EVCI. % Una de las limitaciones de nuestro estudio radica
en la falta de medicion de la actividad de la ECA y su correlacion con los genotipos
estudiados.

En contraste, Markoula y cols.(?V) evaluaron la asociacién de I/D en el gen de la
ECA con el desarrollo de EVCI, los subtipos de ésta y el género de los pacientes.
Concluyen que el polimorfismo I/D puede jugar un papel en la presentacion de la
enfermedad, respecto al género, con un posible efecto del genotipo Il en mujeres.
Otro metaanalisis demostr6é en el andlisis por subgrupos, que el riesgo para el
genotipo D/D era mas pronunciado entre asiaticos y enfermedad de vaso
pequefio.®)

Sin embargo, Mostafa et al, mostraron que el polimorfismo I/D estaba asociado a
EVCI en pacientes de Egipto, pero no era especifico para la enfermedad de vaso
grande o pequeno.®?? En nuestro estudio, alrededor del 80% de los pacientes

tenian enfermedad de grandes vasos.

Los resultados controversiales entre diferentes grupos étnicos pueden atribuirse a
la discrepancia en la distribucion de frecuencias del polimorfismo I/D. Otros factores
como el sesgo de seleccion y los diferentes criterios de emparejamiento también
pueden influir. Ademas, la interaccion gen-gen y gen-ambiente debera considerarse
en estudios futuros, lo cual permitira un mejor entendimiento de la asociacion entre

el polimorfismo 1/D del gen de la ECA y el riesgo de EVC.
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El sistema renina-angiotensina comprende una cascada de reacciones enzimaticas,
resultando en la produccion de angiotensina Il (ATIl) a partir del sustrato
angiotensindgeno (AGT). La renina hidroliza el AGT en angiotensina 1 (AT1), la cual
es posteriormente convertida en el octapéptido bioactivo ATII a través de la accion
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).

La mayoria de los estudios acerca de angiotensindgeno se han enfocado en 2
variantes genéticas en el exon 2 del gen del AGT que originan la sustitucioén de un
aminoacido de metionina por una treonina en la posicion 235 (M235T), y la

sustitucién de una treonina por una metionina en el sitio 174 (T174M).

Recientemente, algunos estudios han demostrado que el polimorfismo del AGT
M235T se asocia con IC en diferentes poblaciones.®”123) Nuestros resultados
mostraron una asociacion significativa del M235T con un incremento del riesgo dos
veces mayor para el desarollo de EVCI. Dichos resultados son acordes a los
publicados por Saidi et al, quienes encontraron el M235T asociado con mayor riesgo
de EVCL.(124) A su vez, Nakase observo que dicho polimorfismo representa un riesgo
para infarto lacunar en hombres japoneses, independientemente del antecedente

de hipertension. (109

En un metaanalisis de 21 estudios se evalud la asociacion entre el polimorfismo
M235T del angiotensindgeno y el riesgo de EVCI. Los resultados indicaron que el
polimorfismo era un factor de riesgo para EVCI. En el andlisis estratificado por grupo
humano, el polimorfismo M235T estuvo asociado significativamente con EVCI en
asiaticos. Sin embargo, no se encontrd asociacion significativa entre el polimorfismo
y EVCI en poblacion caucasica. En cuanto al subgrupo de edad, se encontro
también que el polimorfismo podia incrementar el riesgo de EVCI tanto en forma

temprana como tardia. (125

Otro metaanalisis realizado por Wang et al, incluyé 6 principales estudios
comprendiendo 891 pacientes con EVCIl y 727 controles. Los resultados mostraron
gue hubo asociacion significativa entre el polimorfismo M235T del gen del AGT y el
riesgo de EVCI en la poblacion de Asia del Este.(*26) También se ha relacionado con

mayores tasas de mortalidad asociada a IC en Asia.(127
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Um et al obtuvieron resultados similares en poblacién coreana. Encontraron que el
genotipo TT del AGT incrementd el riesgo relativo para EVCI (OR = 1.7), y la
combinacion del genotipo TT y el genotipo DD de la ECA aumentaba aun mas el
riesgo relativo para IC (OR = 1.9). La media de edad para dichos pacientes fue de
70 afios.1?8) Sin embargo, no hubo asociacion positiva entre M235T de AGT y EVCI
en poblacién caucasica. Unicamente 6 estudios no relacionados se incluyeron en el

metaanalisis, lo cual podria haber dado lugar a los resultados negativos.(2%

Las diferencias étnicas pueden explicar las discrepancias observadas en la
asociacion con EVCI, evidenciado por la amplia variabilidad en la distribucion alélica
del 235T entre los diferentes grupos bioétnicos; la poblacion asiatica, incluyendo
japoneses, muestra mayor frecuencia (60-80%) mientras que los occidentales
exhiben una menor frecuencia (35-45%) del alelo T del AGT.

Ademas, se ha asociado el genotipo 235T con niveles mas elevados de AGT.(130)
En un estudio previo de casos y controles de 301 hombres caucasicos realizado en
el Frankfurt University Medical Center, los niveles plasmaticos de AGT se
incrementaron de forma escalonada de acuerdo al ndmero de alelos T235

presentes.130)

Recientemente diversos estudios se han enfocado en la asociacion entre el
polimorfismo T174M del AGT y EVCI. No obstante, las asociaciones observadas en
dichos estudios no han sido concluyentes. En el presente estudio, el polimorfismo
T174M se asocié a EVCI para esta variable. Encontramos diferencia estadistica
significativa en la distribucion genotipica (p = 0.02) y alélica (p = 0.02). Nuestros

resultados son semejantes a los obtenidos por Saidi et al en poblacion de Tunez.(t24

En un metaanalisis realizado por Ou et al, se incluyeron 6 estudios con 1290 casos
de EVC isquémico y 1125 controles. No se encontré asociacion significativa entre
el polimorfismo M174T y EVCI. Empero, en el analisis por subgrupos basado en
bioetnia, los resultados confirmaron asociacion significativa entre el polimorfismo
T174M de AGT e IC en poblacion Asiatica. (3D
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En el metaandlisis de Wang et al, se demostr6 asociacion positiva entre el
polimorfismo T174M en el gen del AGT y el riesgo de enfermedad arterial
coronaria.®b En contraste, Liu et al, encontraron asociacion significativa entre el
polimorfismo M235T y EVCI, pero el T174M no se asocio con dicha patologia en el

mismo grupo de pacientes.(132)

El mecanismo por el cual el polimorfismo T174M del gen de AGT se relaciona con
riesgo de EVCI no esta claro. Sin embargo se ha postulado que los individuos con
el alelo 174T tienen niveles mas elevados de angiotensinbgeno comparados con
aguellos con 174M. En nuestro estudio obtuvimos diferencia en la concentracion de
AGT entre el grupo de pacientes con EVCI y controles. A pesar de eso, no
encontramos ninguna asociacion entre niveles elevados de AGT y el alelo T. Estos
resultados concuerdan con los publicados por Rotimi et al, en sujetos nigerianos
hipertensos.(33) Ellos tampoco pudieron relacionar los niveles de la proteina en

pacientes con uno u otro alelo.

Multiples investigaciones han revelado que la angiotensina Il (ATII) contribuye a los
cambios ateroscleréticos y ruptura de la placa a través de diversos mecanismos
como vasoconstriccion, hipertrofia de células musculares lisas vasculares,

trombogénesis y antifibrinolisis.

Como ha sido demostrado por estudios de asociacion, los factores genéticos son
particularmente importantes en la predisposicion a EVCI. La identificacion de
variantes genéticas en el riesgo de EVCI idiopética es esencial para la prediccion

de riesgo, prevencion y tratamiento.

También hemos descrito la asociacion entre el alelo T del polimorfismo C677T®3 y
el alelo Asp del GIu298Asp y el riesgo de IC en el mismo grupo de pacientes jovenes
con EVCI.(® Es importante mencionar que los pacientes de nuestro grupo fueron
menores de 45 afios de edad y la media fue de 33.7 afios, representando uno de

los pocos estudios publicados en individuos jovenes.

Asi como lo descrito en otros estudios en poblacién joven, hipertension y

tabaquismo se asociaron con EVCI, persistiendo como factores de riesgo
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independientes después del ajuste de otras variables. Diabetes mellitus y
dislipidemia no se relacionaron con EVCI en nuestra poblacion, dichos resultados
son semejantes a los descritos previamente.?”) En contraste, los estudios realizados
en poblacién de mayor edad con EVCI han encontrado que diabetes mellitus y
dislipidemia representan factores de riesgo para EVCI.?") Basado en estos hechos,
consideramos que los factores de riesgo aterotrombético pueden no tener la misma
influencia en EVCI en pacientes jévenes comparados con individuos de mayor edad,
y que la interaccion entre esos factores y variantes genéticas especificas difiere

para cada grupo de edad.®%

En conclusion, encontramos que los polimorfismos M235T y T47M representan un
mayor riesgo para EVCI en este grupo de pacientes. No obstante, el polimorfismo
I/D no se asocid con EVCI en este mismo grupo de estudio. Los niveles de
angiotensindgeno fueron mas elevados en el grupo de pacientes afectados
comparado con los controles. Aunque la concentracion de la proteina fue similar

entre los 3 genotipos del polimorfismo M235T y T174M.
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