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1.0 RESUMEN

Introduccién y Propdsitos: La hiperhomocisteinemia (que puede ser producida
por factores genéticos y/o carenciales) se ha relacionado con incremento en el riesgo
de trombosis venosa profunda. Se desconoce su papel en el desarrollo de trombosis
venosa cerebral (TVC) y solo se cuenta con descripcion de reportes de casos. A través
de un estudio de casos y controles se evalla la potencial asociacion entre los niveles
de homocisteina, folatos y vitamina B12, y la mutacién comun C677—T en el gen de la
enzima 5,10-mutilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), en pacientes con TVC.
Métodos: Se estudiaron 45 pacientes con TVC y 90 sujetos controles sanos. Se
determinaron los niveles plasmaticos de homocisteina (en ayunas y poscarga de
metionina), folatos y vitamina B12. Se determinaron los genotipos del gen de la enzima
MTHFR. Mediante regresion logistica se estimd el riesgo de asociacion expresado
como razones de momios (RM) y sus intervalos de confianza al 95%, tanto crudos
como ajustados por otras variables independientes.

Resultados: Las RM ajustadas para TVC asociadas con niveles elevados de
homocisteina fueron de 4.6 (1.6 — 12.8) mientras que las RM entre valores bajos de
folatos y TVC fueron de 3.5 (1.2 — 10.0). Se encontr6 mayor frecuencia de la mutacién
MTHFR en pacientes con TVC (22% versus 10%) sin alcanzar significancia estadistica
(P=0.09). Los pacientes con la mutacibn MTHFR y valores bajos de folatos
presentaron los niveles mas altos de homocisteina.

Conclusiones: Las concentraciones en plasma elevadas de homocisteina y los
niveles bajos de folatos se asociaron a incremento en el riesgo de TVC en esta
poblacién donde las bajas condiciones socio-econémicas y deficiente estado

nutricional podrian contribuir a su relativamente alta incidencia.

Palabras Clave: (1) trombosis cerebral; (2) trombosis de senos durales;

(3) homocisteina; (4) factores de riesgo; (5) coagulacion



ABSTRACT

Background: Elevated plasma levels of homocysteine are associated with an
increased risk of deep-vein thrombosis. Through a case-control study we examined
whether the potential association between homocysteine, folate and vitamin By, levels,
and the common C677—T mutation in the methylene tetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene, in patients with cerebral venous thrombosis (CVT).

Methods: Forty-five patients with CVT and 90 control subjects were studied. The
plasma levels of homocysteine (fasting and after methionine load), folate, and vitamin
B, were measured. Genotyping of the MTHFR gene was also performed. The
estimated risk of CVT associated with hyperhomocysteinemia, low vitamin levels, and
MTHFR mutation were expressed as OR and its 95%CI (crude and after adjusting by
other independent variables).

Results: The adjusted OR for CVT associated with high (>90th percentile) fasting
levels of homocysteine was 4.6 (1.6 — 12.8). The association between low plasma
folate values (<10th percentile) and presence of CVT was 3.5 (1.2 — 10.0) after
adjustment for confounding factors.

There was a higher frequency of MTHFR mutation in patients with CVT (22% versus
10%) but it was not statistically significant (P=0.098). Patients with MTHFR mutation
and low folate levels presented the highest homocysteine levels.

Conclusions: High plasma concentrations of homocysteine and low plasma folate
levels were associated with an increased risk of CVT in this population where low
socioeconomic conditions and deficient nutritional status may contribute to its relatively

high incidence.

Key Words: (1) cerebral thrombosis; (2) sinus thrombosis; (3) homocysteine
(4) Risk factors; (5) coagulation



2. FUNDAMENTOS Y JUSTIFICACION

La Trombosis venosa cerebral (TVC) se caracteriza por el pleomorfismo de sus
manifestaciones neurolégicas, dificultad diagndstica, diversidad de condiciones
médicas en que se presenta y prondstico impredecible. A pesar de ser una entidad
poco comun a nivel mundial, la TVC es de particular interés en México ya que se
observa con cierta frecuencia, sobre todo en la forma asociada al estado posparto.?*
Entre los principales avances en el estudio de la TVC se encuentra la identificacion de
nuevos factores protrombéticos,”’ tomando en consideracion que la TVC forma parte
de las principales caracteristicas clinicas de los pacientes con sindromes trombofilicos

como se describe en la Tabla 1.8°

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de los estados protrombéticos

1. Tromboembolismo venoso (> 90% de los casos) 2. Primer evento trombdético usualmente
antes de los 40 afios de edad
a) Trombosis venosa profunda de miembros

inferiores (Comun) 3. Historia familiar de trombosis
b) Embolismo pulmonar (Comun)
¢) Tromboflebitis superficial 4. Recurrencia de la trombosis

d) Trombosis de venas mesentéricas (Raro
pero caracteristico)

e) Trombosis venosa cerebral (Raro pero
caracteristico)

Ademas de los factores de riesgo circunstancias y transitorios que promueven
episodios hipercoagulables (v.gr., inmovilizacién, puerperio, cirugia reciente, etc.), en
los Ultimos afios se han descrito nuevos factores predisponentes para procesos
tromboticos.®* Estas coagulopatias trombofilicas pueden ser hereditarias o adquiridas
e incluyen principalmente: a) deficiencia de anticoagulantes naturales: Proteina C,
Proteina S y antitrombina, b) resistencia a la Proteina C activada, ¢) mutacion en el
Factor V de Leiden y en el gen de la protrombina (G20210A), d) hiperhomocisteinemia
ya sea hereditaria 0 adquirida, y e) anticuerpos antifosfolipidos. Se ha postulado que

incluso en aquellos casos que ocurren en asociacion con factores de riesgo



circunstanciales que promueven episodios protromboéticos deben existir factores
protrombdticos adicionales que expliquen el desarrollo de TVC en estas condiciones.

Entre los factores protrombdéticos previamente mencionados destaca la
hiperhomocisteinemia. En la dltima década se ha demostrado que incluso la
hiperhomocisteinemia leve se asocia con eventos tromboticos arteriales y venosos
sistémicos y el desarrollo prematuro de aterosclerosis.*?*® De hecho, este trastorno
metabolico es frecuente ya que puede ser producido por mecanismos genéticos y
adquiridos y podria ser uno de los factores mas importantes en la promocién de
eventos trombdticos. Se estima que los niveles elevados de homocisteina pueden ser
responsables del 10% de los eventos tromboéticos venosos periféricos. Hasta la
actualidad se desconoce su papel en el desarrollo de trombosis venosa cerebral y solo
se cuenta con descripcién de reportes de casos.™®?°

La hiperhomocisteinemia puede ser causada por defectos en varios genes que
codifican diferentes enzimas involucradas en el metabolismo de la homocisteina,®
siendo de particular importancia un fenotipo comun en la poblacién caucéasica que se
asocia a la presencia de una mutante termolabil de la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), la cual es una enzima reguladora en la
remetilacion de homocisteina dependiente de folatos.? La frecuencia de este defecto
genético es del 5% en la poblaciéon general en el estado homocigoto.” Por otra parte,
se ha demostrado que la hiperhomocisteinemia leve puede ser consecuencia de
estados nutricionales carenciales por ingesta vitaminica inadecuada (B6, B12, acido
félico); esta relacion ha sido demostrada en los Estados Unidos de Norteamérica en
poblacién de edad avanzada (sobrevivientes estudio Framingham).?* Uno de los
aspectos mas importantes en la produccion de niveles elevados de homocisteina es la
potencial interaccion entre el factor genético y ambiental, de tal forma que el trastorno
metabdlico hereditario se manifestara principalmente en aquellos individuos con

estado carencial nutricional.”® Por lo tanto, se ha postulado que la alta prevalencia de



hiperhomocisteinemia leve en la poblacibn podria corregirse mediante la
administracion de suplementos de acido folico.

Con base en los datos anteriores, es de esperarse que en México la hiper-
homocisteinemia podria explicar en parte la frecuencia de TVC en nuestro medio, ya
que si se demostrar4 que la prevalencia en la poblacion mexicana de la variante
MTHFR termolabil es similar a la poblacién caucasica, estarian dadas las condiciones
para que los factores nutricionales carenciales, asociados a las bajas condiciones
socioecondmicas, influyan en el desarrollo de la hiperhomocisteinemia. Por
consiguiente, se justifica plenamente el estudio de este trastorno metabdlico en
nuestro medio ya que de probarse la asociacion entre hiperhomocisteinemia y la TVC,

seria un factor de riesgo potencialmente controlable.

3. ANTECEDENTES

3.1 TROMBOSIS VENOSA CEREBRAL

A pesar de que las descripciones iniciales de la anatomia del sistema venoso
cerebral datan alrededor del afio 280 A.C. cuando Herophilus de Alejandria describe
los senos venosos durales,”® no es hasta principios del siglo pasado en que se
publican los primeros casos clinicos detallados de trombosis venosa cerebral, entre los
que destaca el de Abercrombie en 1828 al describir el primer caso asociado al
puerperio.?’ Durante muchas décadas, la TVC se asocié principalmente a procesos
sépticos. Con el uso generalizado de los antibidticos, la frecuencia de TVC relacionada
con procesos infecciosos ha disminuido considerablemente, y en la actualidad la
trombosis venosa cerebral primaria o aséptica, reconocida por Gowers desde 1889,%
es la forma mas comun de TVC.

En relacién con los aspectos anatomopatolégicos de la TVC, por lo general se
documenta trombosis de los senos venosos durales, con o sin afeccion de las venas

cerebrales. En la mayoria de los casos la trombosis involucra el seno longitudinal



superior (SLS), en ocasiones con extension a los senos laterales y/o venas
corticales.”® Esto se debe a que el SLS posee numerosas laminas y trabéculas
fibrosas que favorecen la trombosis. Cuando la trombosis del SLS no se acompafia de
afeccion de venas cerebrales, el bloqueo venoso produce edema y congestion de la
corteza ya que existe bloqueo de la absorcion del liquido cefalorraquideo que causa
hipertensiéon intracraneana. Por otra parte, cuando la trombosis se extiende de los
senos venosos a las venas cerebrales tributarias se producen infartos venosos
usualmente hemorragicos; ademas, las venas distendidas, pero no trombosadas,
pueden romperse produciendo también hemorragia subaracnoidea.?

En la Tabla 2 se describen los principales aspectos demograficos,
manifestaciones clinicas, hallazgos neurorradiol6gicos y prondstico de acuerdo a la
experiencia de 275 casos atendidos en el Instituto Nacional de Neurologia.*® La TVC
tiende a afectar a adultos jévenes; hasta el 75% fueron menores de 35 afios con rango
de 14 a 71 afios y con predominio del sexo femenino, vinculado con la elevada
frecuencia de TVC en el embarazo y posparto (56%). Entre las causas No obstétricas,
el uso de anticonceptivos orales o de terapia de reemplazo hormonal fue la causa mas
frecuente de TVC (11%). En alrededor del 30% de los casos no se encuentra un factor
predisponerte protrombdtico aparente. La TVC es un proceso dinamico caracterizado
por oclusion venosa progresiva, formacion de colaterales y recanalizacion
subsecuente, por lo que se observa un amplio rango de manifestaciones que dificultan
su diagnostico, incluyendo diferentes combinaciones de cefalea con o sin datos de
hipertensién intracraneana, crisis epilépticas parciales o generalizadas, datos de
focalizacion sensitiva, motora o lenguaje, alteraciones del estado de alerta y signos
meningeos. La forma de presentacion de la TVC depende en gran parte del sitio
trombosado del sistema venoso cerebral, de su extensién y de la rapidez con que se
instala. Por lo general la presentacion clinica es aguda en término de 24 a 48 horas,
pero puede haber presentaciones insidiosas y gradualmente progresivas de varias

semanas de evolucién antes de establecer el diagndstico de TVC, particularmente



cuando se manifiesta como sindrome de hipertension intracraneana aislada
(pseudotumor cerebro). La presencia de trombosis venosa extraneurolégica
concomitante ocurre en el 15 al 20% de los casos indicando la naturaleza sistémica
del estado hipercoagulable subyacente.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas, clinicas, neuroimagen y prondstico
en 275 pacientes atendidos en la Clinica de EVC del INNNMVS®

Edad Promedio + DE: 29+ 10.9 Manifestaciones clinicas: Neuroimagen (n=161):
Cefalea 242 (88) Signo “Delta” TAC 98 (36)
Sexo: M/F 43 /232 Crisis epilépticas 163 (59) Infartos venosos 217 (79)
Generalizadas 95 (35) - Hemorréagico 96 (35)
Factor Predisponente: Focales 85 (31) - Multiple 90 (33)
Obstétrico 155 (56) Signos focales 209 (76)
Embarazo 22 (8) Trast. conciencia 151 (55) Sitio Trombosis Venosa
Puerperio 131 (48) - Estado coma 60 (22) Seno sagital superior 229 (83)
Posaborto 2 (1) Papiledema 144 (52) Venas corticales 175 (64)
No Obstétrico 120 (42) Sx Piramidal bilateral 84 (31) Seno lateral 143 (52)
Meningeos 96 (35) Seno recto 77 (28)
Trombosis Sistémica 40 (15) Pseudotumor cerebri 32 (12) Sistema profundo 82 (30)
Estudios Neurodiagndsticos: Laboratorio: Evolucion:
Tomografia computada 269 (98) LCR hemorragico 35/120 (29) Recuperacion total 168 (61)
Resonancia magnética 213 (78) Anemia 148 (54) Secuelas leves 43 (16)
Angiografia 116 (42) Secuelas incapacitantes 35 (13)
Autopsia 20 (7) Defuncién 29 (10)

Las cifras entre paréntesis son porcentajes. La mortalidad a partir del advenimiento de la IRM en la
Institucion es del 7% (19/245 pacientes).

Debido al pleomorfismo clinico y dificultad diagnoéstica de esta entidad, en
muchas ocasiones es un hallazgo de neuroimagen el que hace considerar el
diagnéstico.®>* La angiografia cerebral se convirtié6 durante muchos afios como la
piedra angular para el diagnéstico de TVC. Con el advenimiento de la tomografia
computada (TC) y la descripcion del “signo Delta” por Bounnano en 1978 fue posible el
diagnéstico de algunos casos de TVC en forma no invasiva.*® Sin embargo, es hasta la

introduccion de la IRM en que se facilita la deteccién de la trombosis de senos durales



y los infartos venosos, desplazando a la angiografia y TC como mejor método
diagnéstico.* La IRM ofrece importantes ventajas en la evaluacion de los pacientes
con sospecha de TVC. La posibilidad de obtener imagenes en diferentes proyecciones
hace posible visualizar directamente las principales estructuras del sistema venoso
cerebral, como el SLS y las porciones transversa y sigmoidea de los senos laterales
hasta la fosa yugular. La IRM permite mostrar la historia natural de la TVC y en
particular del proceso de recanalizacién en estudios de seguimiento® y seguramente
lograra determinar la frecuencia real de esta aparentemente poco comun entidad.

En relacion con el prondstico de la TVC, anteriormente se consideraba que era
una enfermedad con alta mortalidad ya que solamente los casos de autopsia eran
diagnosticados. Desde el advenimiento de la IRM es evidente que existen muchos
casos que siguen un curso benigno y en la actualidad se conoce que la mortalidad es
baja, como se ha descrito en varios trabajos relacionados con los factores prondsticos

de la enfermedad.3**

3.2 CASUAS Y FACTORES PREDISPONENTES
DE TROMBOSIS VENOSA CEREBRAL

Al igual que los episodios trombdéticos venosos sistémicos, numerosas causas
o factores predisponentes se han relacionado con el desarrollo de trombosis venosa
cerebral y se describen en la Tabla 3. En los Ultimos afios los principales avances en
el estudio de la TVC se han enfocado en la identificacion de nuevos factores
trombofilicos, hereditarios y adquiridos. El término trombofilia se refiere a la mayor
tendencia a desarrollar eventos tromboéticos como consecuencia de la accion
sostenida de estimulos trombogénicos o por defectos en los mecanismos del sistema
anticoagulante natural o fibrinolitico.? Mientras que desde hace varios siglos se conoce
que defectos hereditarios en la coagulacion sanguinea causan trastornos
hemorragicos, la existencia de su contraparte, los trastornos hereditarios trombofilicos,

se ha apreciado s6lo en las Ultimas décadas. En 1965 se describe la deficiencia de



Antitrombina (AT) y durante muchos afos

la deficiencia de esta proteina

anticoagulante natural fue la Unica causa identificable de trombofilia hereditaria. A

principios de la década de los 80's se identificaron la deficiencia de proteina C (PC) y

la deficiencia de proteina S (PS). Sin embargo, estos tres defectos son responsables

de menos del 15% de casos seleccionados de trombosis venosa juveni

I 8,9

Tabla 3. Causas y factores predisponentes asociados a

trombosis venosa cerebral®

Causas locales

Trauma craneal abierto o cerrado, con o sin factura;
Intervencion neuroquirdrgica; tumores incluyendo
meningeoma, linfoma, astrocitoma, metastasis; cavidad
porencefalica, quiste aracnoideo; malformaciones vas-
culares incluyendo fistula dural y malformacién arterio-
venosa; cateterismo venoso, marcapaso intravenoso,

ligadura de la vena cava o yugular.

Embarazo v posparto

Representa el principal factor predisponente en varias
regiones del mundo por lo que se describe mas

ampliamente (ver adelante).

Farmacos
Anovulatorioss orales, andrégenos, intoxicacion NacCl,

sobredosis de vitamina A, agentes quimioterapétucios.

Estados hipercoagulables: herditarios y

adquiridos
Deficiencia 0 anomalias cualitativas de anticoagulantes

naturales (antitombina lll, Proteina S, Proteina C); disfi-
brinogenemia; hipoplasminogenemia anormal; disminu-
cion de la liberacion del activador del plasmindgeno;
homocistinuria, anticuerpos antifosfolipidos

Trastornos hematolégicos

Leucemia, policitemia vera o secundaria, trombocitosis
esencial o secundaria, trombocitopenia inducida por
heparina, hemoglobinopatias, gamopatias, coagulacion
intravascular diseminada, anemia hipocrémica ferro-
priva, hemoglobinuria paroxistica nocturna, anemia

hemolitica autoinmune idiopatica.

Enfermedades inflamatorias

Colitis ulcerativa, enteritis regional, enfermedad de
Bechet, granulomatosis de Wegener, lupus eritematoso

generalizado, sarcoidosis.

Procesos malignos

Efectos remotos del cancer (estado hipercoagulable

paraneoplasico).

Causas diversas

Trastornos metabdlicos (diabetes, uremia, hiperlipide-
hiperlipidemia, tirotoxicosis); sindrome nefrético; car-

diopatias (congénitas, insuficiencia cardiaca congesti-
tiva); cirugia extraneurolégica reciente; deshidratacién
severa y caquexia; sindrome de Hughes-Stovin; enfer-

medad de Degos; choque eléctrico; cirrosis.

En 1993 Dahlback et al*® reportaron una nueva condicién protrombética

conocida como resistencia a la Proteina C activada (PCA), la proteasa generada por la

via del sistema anticoagulante PC - trombomodulina para inactivar los factores V y VI



activados; lo anterior fue corroborado por Koster T. et al.** Al afio siguiente Bertina et
al** demostraron que la resistencia a la PCA se asociaba con una mutacion de punto
en el gen del factor V que produce un estado hipercoagulable al enlentecer la
inactivacion del factor Va por la PCA. Esta mutacion también se conoce como factor V
de Leiden y su prevalencia varia del 3 al 6% en las sociedades occidentales. El factor
V de Leiden esta presente en el 20 a 50% de los casos de trombofilia hereditaria y su
significado clinico en la trombosis venosa periférica esta bien establecido y se
encuentra en el 10% al 60% de los pacientes con trombosis venosa profunda,
dependiendo de los criterios de seleccion.*®*® El Factor V de Leiden es responsable
del 10% al 20% de los casos de trombosis venosa cerebral.>**® En Europa,
Deschiens et al° encontraron resistencia a la PCA en 4 de 40 pacientes (10%)
mientras que Zuber et al*® en 4 de 19 (21%).

Recientemente, también se ha descrito un nuevo factor protrombético, la
mutacion en el gen de la protrombina, caracterizada por transicion G — A en la posicion
del nucledtido 20210.*” Esta mutacion se ha encontrado en el 6 a 10% de los casos
de trombosis venosa periférica, en comparacion con el 2% en controles sanos.”® Por
otra parte, el factor 20210 se ha asociado con TVC en el 5 a 10% en Europa.*®*°

Es importante sefialar que la mayoria de los individuos heterocigotos al factor V
de Leiden, y muchos de los homocigotos, no desarrollan un evento trombotico. Por lo
tanto, el riesgo de trombosis en esta condicion esta sustancialmente influenciado por
la presencia de factores de riesgo trombofilicos adicionales, ya sea hereditarios o
adquiridos.® Asi, los individuos con la mutacion del factor V de Leiden y combinado
con deficiencias en los anticoagulantes naturales (PC, PS) tienen mayor riesgo de
trombosis. De la misma forma otras condiciones hipercoagulables como el uso de
anticonceptivos orales, el puerperio, la inmovilizacion o cirugias recientes, incrementan
sustancialmente el riesgo de sufrir eventos trombéticos.*"?

Entre los Ultimos avances en el estudio de las trombofilias venosas se

encuentra la hiperhomocisteinemia y se analiza en detalle en la siguiente seccion.



3.3 HIPERHOMOCISTEINEMIA Y TROMBOSIS

La homocisteina es un aminoacido sulfidrilo derivado de la conversion
metabodlica de la metionina. Su metabolismo intracelular ocurre a través de la
remetilacién a metionina o transulfuracion a cisteina (ver esquema).* Existen dos vias
de remetilaciéon. En la catalizada por la sintasa de metionina, el grupo metil es donado
por la metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y la cobalamina actia como cofactor.
En la otra via, la betaina es el donador de metil en reacciéon catalizada por la
metiltransferasa de betaina-homocisteina. En la via de transulfuracion, la homocisteina
es transformada por la cistationina-R-sintasa en cistationina, actuando la piridoxina
como cofactor (ver esquema). La homocisteina es oxidada en el plasma a los
disulfuros homocisteina-homocisteina (homocistina) y homocisteina-cisteina (disulfuro
mixto). La homocisteina y los disulfuros existen en formas libres y unidas a proteinas y

son referidas como homocisteina total, con concentracion en plasma de 5 a [2 gzmol/L.
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a) Fenotipos

Varias condiciones hereditarias y  adquiridas pueden causar
hiperhomocisteinemia grave (> 100 ¢mol/L), moderada (25 a 100 gmol/L) o leve (14 a
24 umol/L).** La hiper-homocisteinemia puede ser causada por alteraciones genéticas
en las diferentes enzimas involucradas en el metabolismo de la homocisteina. La
causa clasica de hiperhomocisteinemia grave es la deficiencia homocigota de
cistationina-3-sintasa, con una frecuencia en la poblacion general de 1:200,000 a
1:335,000 aproximadamente.21 Los individuos afectados presentan retraso mental,
subluxacion de cristalinos, alteraciones esqueléticas, enfermedad vascular arterial
oclusiva prematura y tromboembolismo venoso. El aislamiento del gen de la
cistationina-B-sintasa ha permitido la deteccion a escala molecular de los
heterocigotos para homocistinuiria, habiéndose detectado ya 17 mutaciones en el
gen.?! Otras formas de hiperhomocisteinemia grave menos frecuentes (5% a 10%) se
relacionan con defectos en la via de la remetilacion, siendo el mas comun de estos
defectos la deficiencia homocigota de la MTHFR y se caracteriza por retraso
psicomotor, convulsiones y trombosis arterial y venosa.*

La hiperhomocisteinemia leve o moderada se encuentra en individuos con
defectos genéticos o afecciones adquiridas. A pesar de que en la poblacion general la
frecuencia para el estado heterocigoto de la deficiencia de la Cistationina B sintasa es
del 0.3% a 1.4%, esta condicién no se ha relacionado con trombofilia.>* En 1988 Kang

et al®®

encontraron un polimorfismo de la MTHFR que hace labil a la enzima y
disminuye su actividad al 50% de la actividad de la variante comuin cuando se observa
en estado homocigoto. Esta mutante termolabil es un defecto comun de la via de la
remetilacion, se relaciona estrechamente con los niveles de &cido fdlico, se ha
encontrado hasta en el 5% de la poblacién general caucasica en el estado homocigoto
y se considera un factor genético de riesgo vascular.?**°

En relaciébn con las causas de hiperhomocisteinemia adquirida las mas

comunes son las deficiencias nutricionales de cobalamina, folato o piridoxina, es decir,



los cofactores esenciales en el metabolismo de la homocisteina. Selhub et al*
reportaron niveles elevados de homocisteina en individuos de edad avanzada,
participantes del Estudio de Framingham; demostraron que los niveles se

incrementaban con la edad y se correlacionaron inversamente con los niveles de folato
en plasma y en menor grado con los niveles de vitaminas ;> y Bs. La prevalencia de

hiperhomocisteinemia fue de 29.3% en esta cohorte de 1160 sujetos y fue mayor entre
los sujetos con estado carencial de folato. Al parecer las concentraciones plasmaticas
inadecuadas de una o mas de las vitaminas del complejo B contribuyen hasta en el
67% de los casos de homocisteina elevada en esta poblacion.
b) Hiperhomocisteinemia y estados trombofilicos

Estudios transversales, de casos y controles y longitudinales han demostrado
en forma clara que la hipermohocisteinemia leve o moderada es un factor
independiente para isquemia cerebral, infarto al miocardio, enfermedad arterial
periférica y estenosis carotidea extracraneal.'**®?**">° por otra parte, recientemente
se ha demostrado que la hiperhomocisteinemia leve también se asocia con trombosis
venosa en sujetos jovenes y con trombosis venosa recurrente.’®® Falcon et al'
reportaron que la frecuencia de hiperhomocisteinemia en pacientes menores de 40
afios con uno 0 mas eventos tromboéticos venosos periféricos fue del 19%. En otro
estudio de casos y controles realizado en Holanda, den Heijer et al*’ encontraron que
28 de 269 pacientes (10%) con trombosis venosa profunda tuvieron niveles elevados
de homocisteina (OR de 2.5; IC 1.2 a 5.2). El mismo grupo reporté que el riesgo de
trombosis recurrente era dos a tres veces mayor en pacientes con
hiperhomocisteinemia.®* En los estudios anteriores se encontr6 que el riesgo de
trombosis era dos veces mayor cuando los niveles de homocisteina eran superiores a
18.5 ymol/L y hasta cuatro veces mayor cuando los niveles excedian los 20 gmol/L.
Datos similares fueron corroborados en Italia por Simioni et al en estudio de casos y

controles.”> Recientemente, Ray JG ha publicado un meta-andlisis sobre



hiperhomocisteinemia como factor de riesgo para trombosis venosa sistémica.®® Se
incluyeron los 9 estudios de casos y controles realizados hasta ese momento, con
determinacion de homocisteina en ayunas en todos los estudios y en 5 de ellos se
midi6 también después de una prueba de carga con metionina. Los 9 estudios
mostraron una tendencia cualitativa similar en los niveles en ayunas, para el riesgo de
asociacion entre hiperhomocisteinemia y trombosis venosa. Las razones de momios
agrupados fueron de 2.95 (IC 95%, 2.08 — 4.17; p<0.001), sin evidencia de
heterogeneidad entre los estudios. La estimacién del riesgo de trombosis venosa se
incremento6 a 4.37 (IC 95%, 1.94 — 9.84) al excluir los estudios con pacientes mayores
de 60 afios. den Heijer et al®* encontraron resultados similares en otro meta-analisis.

Se ha postulado que la principal causa de hiperhomocisteinemia leve en la
poblacion esta relacionada con la mutante del gen de la enzima MTHFR que conduce
a la variante termolabil de esta enzima.'®**?3*% Sin embargo, se ha demostrado que
s6lo un grupo de pacientes con hiperhomocisteinemia desarrollan eventos trombaticos;
de hecho, estudios en portadores homocigotos para la variante termolabil no han
encontrado aumento del riesgo de trombosis venosa. Por consiguiente, se ha
postulado que factores adicionales deben intervenir para que la hiperhomocisteinemia
se manifieste clinicamente por lo que ha surgido la posibilidad de efectos interactivos,
a través de la modificacion o sinergismo que se presenta cuando dos o mas factores
acttian en el mismo individuo.? Este efecto interactivo parece ser relevante en el caso
de la hiperhomocisteinemia, ya que puede darse a través de interacciones genéticas y
a través de la interaccién genética con factores ambientales.®®®’

Finalmente, uno de los aspectos mas importantes en la produccién de niveles
elevados de homocisteina es la potencial interaccion entre el factor genético y

ambiental.? Jaques et al.?®

encontraron gue en los individuos con la mutante termolabil
de la MTHFR los requerimientos de folato son mayores para la regulacién de los
niveles plasmaticos de homocisteina: solo se observo hiperhomocisteinemia en

aquellos sujetos con niveles séricos bajos de acido félico. Por lo tanto, el trastorno



metabdlico hereditario se manifestara principalmente en aquellos individuos con
estado carencial de acido folico.
c) Plausibilidad Bioldgica de la Asociacion Epidemiolégica®*®

El mecanismo por el cual la hiperhomocisteinemia produce dafio vascular no se
ha aclarado. Evidencia experimental indica que la homocisteina promueve la
aterogénesis al facilitar el dafio arterial oxidativo, dafiando la matriz vascular y
aumentando la proliferacion del muasculo liso vascular. La homocisteina podria
promover la enfermedad tromboembdlica a través de inducir dafio oxidativo al
endotelio, alterar las propiedades coagulantes de la sangre y alterar la regulacion
vasomotora dependiente del endotelio (ver esquema). Sin embargo, a pesar de tal

importante evidencia epidemioldgica, hasta la actualidad permanece sin demostrarse

con certeza un efecto aterogénico y/o protrombdético de la homocisteina.

HIPERHOMOCISTEINEMIA
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4. HIPOTESIS

La hiperhomocisteinemia constituye un factor de riesgo para el desarrollo de

trombosis venosa cerebral y se asocia a la variante termolabil de la enzima

metilentetrahidrofolato reductasa y/o a estado carencial por ingesta inadecuada de

vitaminas (folatos y 31,) en nuestro medio.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS PRIMARIOS

1.

Estimar el riesgo de asociacion entre los niveles elevados de homocisteina y el
desarrollo de trombosis venosa cerebral.

Estimar el riesgo de asociacion entre los niveles bajos de vitaminas (folatos y 12) y
el desarrollo de trombosis venosa cerebral.

Determinar la frecuencia de la mutacion de la enzima MTHFR en pacientes con
TVC.

Determinar si la hiperhomocisteinemia en pacientes mexicanos con trombosis

venosa cerebral, se asocia a la presencia de la variante termolabil de la enzima
MTHFR y/o a estado carencial por ingesta inadecuada de vitaminas (B, acido

folico).

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1.

Determinar la coexistencia de hiperhomocisteinemia con otros trastornos
trombofilicos, hereditarios y adquiridos, en pacientes con trombosis venosa
cerebral en nuestro medio.

Determinar la coexistencia de niveles bajos de vitaminas (folatos y f12) con otros
trastornos trombofilicos, hereditarios y adquiridos, en pacientes con trombosis

venosa cerebral en nuestro medio.



6. SUJETOS Y METODOS

6.1 DISENO DEL ESTUDIO

El disefio corresponde a un estudio de casos y controles donde los casos se
obtuvieron de una cohorte de casos incidentes de trombosis venosa cerebral. Se
investigé la asociacion entre un potencial factor de riesgo y el desarrollo de trombosis
venosa cerebral, a traves del analisis de los niveles plasméticos de homocisteina y su
relacibn con factores genéticos y ambientales. Asimismo, se evalu6 la potencial

coexistencia de la hiperhomocisteinemia con otros trastornos trombofilicos.

6.2 SELECCION DE PACIENTES Y CONTROLES
a) Grupo de Estudio

Fueron elegibles aquellos pacientes admitidos al Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia MVS con diagnéstico de Trombosis Venosa Cerebral de
acuerdo a los criterios de inclusion. Solamente se incluyeron pacientes supervivientes
de la etapa aguda de la TVC y los estudios de laboratorio se realizaron 3 meses
después del evento trombdético cerebral.

Criterios de Inclusién

1. Pacientes con trombosis venosa cerebral.

2. El diagnéstico de TVC debe estar confirmado mediante angiografia cerebral o
imagen de resonancia magnética.

3. La trombosis venosa cerebral debe ser aséptica y no relacionada con procesos
malignos ni factores locales (Ver Tabla 3).

4. Consentimiento por escrito para participar en el estudio.

Criterios de Exclusion

1. Diagnéstico no concluyente para trombosis venosa cerebral.



2. Presencia de factores que alteran el metabolismo de la metionina como la
insuficiencia renal crénica, y uso de medicamentos que interfieren con el
metabolismo del folato como metrotexate, etc.

3. Pacientes portadores de varios factores de riesgo vascular como diabetes mellitus,
hipertensién, hiperlipidemia.

4. Pacientes que estan recibiendo preparados vitaminicos que contienen folatos o

B12.

Criterios de Eliminacién

1. Cuando por algun motivo no se hayan realizado en forma completa las pruebas

para la determinacion de la homocisteina plasmatica y el andlisis genético.

b) Grupo Control

Fueron elegibles como controles aquellos individuos aparentemente sanos sin
parentesco con los pacientes en estudio. Debido a que alrededor del 90% de los
pacientes con TVC son menores de 50 afios y el 90% del sexo femenino, la poblacion
control se orient6 a seleccionar mujeres jovenes. Debido a la dificultad para conseguir
controles no se realiz6 estudio apareado por edad y género. Los sujetos controles
fueron reclutados al mismo tiempo que los casos de TVC. Con el fin de obtener una
poblacién control que pertenezca o sea similar a la poblacién fuente de los casos, se
invitd a participar como controles a familiares de pacientes que acuden para su
atencion al INNNMVS, por otras afecciones neuroldgicas No cerebrovasculares.
Asimismo, debido a que la mayoria de los casos corresponden a una poblacion de
baja condicién socio-econdémica, se obtuvo el ingreso familiar promedio mensual como
medida del estado socioecondmico de los participantes. Con el objeto de aumentar el
poder de la muestra en estudio se seleccionaron dos controles por cada paciente con

TVC.



6.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Se estudiaron 45 pacientes con TVC y 90 sujetos controles, de Febrero de
1998 a Diciembre de 2000. El tamafio de muestra se estim6 asumiendo un alfa del
0.05 y poder del 80%, de dos colas, con una prevalencia de hiperhomocisteinemia en
el grupo control del 10% y del 20 al 25% en el grupo de estudio, y considerando una
magnitud de la asociacion expresada en términos de razones de momios de 3.0.%®
Para esta estimacion se utilizaron los resultados del trabajo de meta-analisis de Ray

JG,% donde se obtuvieron Razones de Momios de 3.

6.4 EVALUACION CLINICA

En todos los pacientes y sujetos controles se recabaron los siguientes datos:

1. Edady sexo.

2. Antecedente familiar de episodios tromboticos.

3. Antecedentes personales de importancia con énfasis en la presencia de factores
de riesgo vascular y de eventos trombdticos previos, ya sea neuroldgicos o
sistémicos. También se interrogara sobre otros factores predisponentes para
trombosis venosa: cirugia reciente, inmovilizacion, etc.

4. En las mujeres se obtuvo el historial gineco-obstétrico: paridad, embarazos previos
y desenlace, antecedente de abortos espontaneos, uso de anovulatorios.

En todos los pacientes con TVC se recabaron los datos clinicos y de
neuroimagen, evidencia concomitante de procesos trombdéticos extraneurolégicos;
trombosis venosa profunda pélvica, tromboembolia pulmonar, trombosis arterial, etc.
Dentro de los hallazgos de neuroimagen, se evaluo el sitio de la trombosis en el
sistema venoso cerebral y la presencia de infartos venosos en el parénquima cerebral.
Finalmente, se determiné la evolucién clinica del paciente al momento del egreso del

hospital.



6.5 EXAMENES DE LABORATORIO

a) Determinacion de Niveles plasmaticos basales de homocisteina y después de
prueba de carga con metionina (poscarga):

Se tomé muestra de 5 ml de sangre periférica para la mediciéon de la
concentracion basal de homocisteina. Se administré una carga de metionina de 100
mg pro Kg de peso por via oral, diluida en 200 ml de jugo de naranja, a las 4 horas se
tomo otra muestra de 5 ml de sangre periférica para determinar de nuevo los niveles
de homocisteina. Se determinardn los niveles de homocisteina en plasma por

cromatografia liquida de alta resolucion.®

b) Determinacion de Niveles plasmaticos de Vitamina 12 y Folatos:

Se tom6 muestra de 5 ml para la determinacién de la vitamina 12 y folatos. Se

realiz6 usando los Kits para radioinmunoensayo de Diagnostic Product Corporation,
mientras que los niveles en plasma de piridoxal 5-fosfato se determinaran con el
I 70

método de Camp et a

c) Analisis de la Mutacién C677—T del Gen de la Enzima 5,10-

Metilentetahidrofolato Reductasa:

Se obtuvieron linfocitos mediante centrifugacién con Ficoll-Hypaque, estos se
lavan 2 veces con Buffer de Hank’s. La pastilla de células se almacena a -80°C hasta
su uso. El andlisis de la mutacion en el gen de la MTHFR se realizé obteniendo el DNA
por el método fenol/cloroformo/alcohol isoamilico a partir de una fraccion de la muestra
de sangre periférica. El andlisis de la mutacion que produce la variante termolabil se
realiz6 amplificando el DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de acuerdo con Frosst et al.??> El andlisis de la enzima de restriccion HinF1
(GIBCO/BRL) y la electroforesis subsiguiente en un gel de archilamida al 10%
revelaron la mutacion.*®
d) Estudios de Coagulacion:

1. Cuantificacion de anticoagulantes naturales: las pruebas de actividad para la

antitrombina Il y la proteina C se realizan mediante el método cromogénico,



mientras que la proteina S se determinan mediante prueba funcional y método de
Laurell. Estas pruebas se realizan tres meses después del evento agudo y sin
recibir tratamiento anticoagulante:

Determinacion de anticoagulante lupico y anticuerpos anticardiolipinas.
Determinacion de resistencia a la proteina C activada, que se realiza en plasma
congelado utilizando la prueba basada en tiempo parcial de tromboplastina
activada, de acuerdo a la descripcién de Dahlb&ch et al.*

A los pacientes con evidencia de resistencia a la proteina C activada, se les
determina la presencia del gen mutante del factor V, después de la extraccién del
DNA, de acuerdo a la descripcion de Bertina et al.**

Finalmente, se determiné la presencia del gen de la mutacién en el gen de la

protrombina (G20210A), de acuerdo con Poort et al.*’

ANALISIS ESTADISTICO

Se llevd a cabo analisis descriptivo del grupo en estudio, en relacién a las
principales caracteristicas de los pacientes con trombosis venosa cerebral:
antecedentes de trombosis, etiologia de la trombosis, manifestaciones clinicas,
hallazgos de neuroimagen y evolucion clinica.

Se realizé andlisis comparativo de las variables basales entre los casos y
controles: edad, sexo, estado socio-economico, antecedentes gineco-obstétricos,
promedios y medianas de homocisteina y vitaminas y frecuencia de genotipos de
la MTHFR. Se utilizé prueba de X2 para variables categéricas y prueba de U de
Mann Whitney para variables continuas ya que la distribucién de las variables fue
asimeétrica.

La presencia de hiperhomocisteinemia se defini6 como aquellos niveles de
homocisteina plasmatica, basal y poscarga de metionina, superiores al percentil 90

de la distribucion de los valores de homocisteina en la poblacién control. Para



evaluar la asociacion entre hiperhomocisteinemia y riesgo de desarrollar trombosis
venosa cerebral, se calcularon las razones de momios (con sus intervalos de
confianza al 95%) mediante analisis de regresion logistica, comparando la
frecuencia de eventos tromboticos entre pacientes con niveles elevados y
normales de homocisteina. Se obtuvieron las razones de momios ajustadas para
determinar la influencia de otros factores (edad, género, vitaminas y mutacion de la
MTHFR) mediante analisis de regresion logistica maltiple.

La presencia de niveles bajos de vitaminas (folatos y B12) se definieron como

aquellos niveles de vitaminas que son inferiores al percentil 10 de la distribucion de

los valores de vitaminas en la poblacion control. Para evaluar la asociacion entre
niveles bajos de folatos y de vitamina (12 y el riesgo de desarrollar TVC, se

calcularon las razones de momios (con sus intervalos de confianza al 95%)
mediante analisis de regresidn logistica, comparando la frecuencia de eventos
tromboticos entre pacientes con niveles bajos y normales de vitaminas. Se
obtuvieron las razones de momios ajustadas para determinar la influencia de otras
variables independientes (edad, género, homocisteina, y mutacion de la MTHFR)
mediante analisis de regresion logistica maltiple.

Para describir la asociacion entre TVC y genotipo mutante termolabil de la MTHFR,
se determiné la distribucion de los genotipos normal (CC), heterocigoto (CT) y
homocigoto para la mutacién (TT), entre pacientes y controles. Se utilizé regresion
logistica para calcular las razones de momios y sus intervalos de confianza (95%)
para la frecuencia de los genotipos entre pacientes y controles. Para este analisis,
debido al nimero de sujetos con la mutacién, se considerd solamente si existia o
NO mutacion (los genotipos CC y CT se combinaron en un solo grupo, como

negativos para la mutacion).
Para examinar la asociacion entre hiperhomocisteinemia y estado de vitaminas 312

y acido félico, se utilizé la prueba de correlacién de Spearman.



7. Para explorar la interrelacién entre el genotipo termolabil de la MTHFR y las
concentraciones de homocisteina y vitaminas, en particular del folato, se
calcularon los niveles promedios y medianas de estas variables con los individuos
con genotipos normales y/o heterocigotos versus homocigotos para la MTHFR. Se
utilizé prueba de U de Mann Whitney para probar las diferencias entre genotipos.

8. Considerando las caracteristicas de la muestra reclutada, se evalu6 el papel de
posibles asociaciones entre hiperhomocisteinemia y niveles bajos de vitaminas
(folatos y B-12) con otros estados hipercoagulables, como uso de anticonceptivos,
estado posparto y otras trombofilias hereditarias (Factor V Leiden, deficiencias de
proteinas S, C y AT-Illl) o adquiridas (anticuerpos antifosfolipidos). El analisis fue

Gnicamente descriptivo.

8. CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo estuvo sujeto a las normas éticas de la Institucion, habiendo sido
aprobado por los Comités de Investigacion de Etica de la Institucién. En ningin
momento se practicaron estudios que representaran riesgo para pacientes y controles.
Los procedimientos neurorradioldgicos utilizados para el diagndstico de trombosis
venosa cerebral son los rutinariamente utilizados para la deteccion de esta entidad. Se
solicité el consentimiento escrito de pacientes y sujetos controles, previa informacion

explicita y detallada de las caracteristicas de los estudios que se llevaron a cabo.

9. RESULTADOS

En la Tabla 4 se describen las principales caracteristicas clinicas y de
neuroimagen de los 45 pacientes con TVC del grupo en estudio. ElI 85% de los
pacientes fueron menores de 40 afios de edad, con elevado predominio de mujeres.
Lo anterior en relacién con la alta prevalencia de TVC en el estado posparto en

nuestro medio (50% de los casos en el presente estudio).



Tabla 4. Caracteristicas clinicas y de neuroimagen de los 45 pacientes con TVC

Edad Promedio + DE: 28+ 9.8 Manifestaciones clinicas: Neuroimagen:
Cefalea 43 (95.6) Infartos venosos 34 (75.5)
Sexo: M/F 7138 Crisis epilépticas 28 (62.2) NUmero lesiones
Generalizadas 15 (33.3) Unica 17 (37.8)
Historia familiar trombosis 6 (13.3) Focales 13 (28.9) Mdltiple 17 (37.8)
Déicit Motor 26 (57.8) Con Hemorragia 18 (40.0)
Antecedente al ingreso: Déficit sensitivo 17 (37.8) Bihemisférica 15 (33.3))
Puerperio 23 (51.1) Afasia 5 (11.1)
Embarazo 1 (2.2) Somnolencia 12 (26.7) Sitio Trombosis Venosa
Uso anovulatorios 2 (4.9 Estado confusional 10 (22.2) Seno sagital superior 37 (82.2)
Cirugia reciente 1 (2.2) Papiledema 18 (40.0) Venas corticales 26 (57.8)
Lupus eritematoso 1 (2.2) Pseudotumor cerebri 7 (15.6) Seno lateral 21 (46.7)
Sin factor predisponente 17 (37.8) Meningeos 12 (26.7) Seno recto 8 (17.8)
Sistema profundo 7 (15.6)
Trombosis Sistémica 8 (17.8) Pruebas protrombdticas:
Anticardiolipinas + 11 (24.4)
Estudios Neurodiagnoésticos: RPC activada* 7 (15.5)  Evolucién:
Tomografia computada 45 (100) Mutacion protrombina 4 (8.9) Recuperacion total 27 (60.0)
Resonancia magnética 44 (97.8) Deficiencia Prot. C 3 (6.7) Secuelas leves 16 (35.6)
Angiografia 17 (37.8) Deficiencia Prot. S 3 (6.7) Secuelas moderadas 2 (4.9
Factor V de Leiden 2 (4.4) Defuncion 0 (0)
Anemia 25 (55.6) Deficiencia AT 1 (2.2

* De los pacientes con resistencia a la Proteina C activada, en 2 se documento la mutacién del
factor V de Leiden y en 3 se asocio a la presencia de anticuerpos antifosfolipidos

Como era de esperarse en casos de TVC se encontrd alta frecuencia de
trombofilia hereditaria (26%) siendo la mas frecuente la mutacion del gen de la
protrombina (G20210A). Con respecto a la presencia de otros estados
hipercoagulables llama la atencibn la elevada frecuencia de anticuerpos
anticardiolipinas en alrededor del 25% de los pacientes (en forma concomitante con
anticoagulante ladico en 4%). Por otra parte, aunque la frecuencia de RPC activada es
del 15 %, solo en dos casos se relacioné con el Factor V de Leiden (uno en forma
homocigoto y otro heterocigoto), mientras que en tres pacientes se correlacion6 con la

presencia de anticuerpos antifosfolipidos, uno con uso de anticonceptivos orales y en



otro paciente fue la Unica alteracién protromboética. Alrededor del 18% tuvo evidencia
de trombosis venosa sistémica, concomitante con la TVC, indicando la naturaleza
sistémica del estado hipercoagulable. El seno longitudinal superior, los senos laterales
y las venas corticales son los sitios méas frecuentemente afectados del sistema venoso
cerebral por el proceso trombotico. En relacion a la evolucion clinica, la mayoria de los
pacientes tuvieron evolucién favorable, considerando el momento del egreso
hospitalario. La mortalidad de la TVC en nuestra institucion es de alrededor del 8% vy
estos pacientes no pudieron ser estudiados por lo que el presente estudio no cuenta

con pacientes con formas graves de esta enfermedad.

Diferencias entre Pacientes y Sujetos Controles

En las Figuras 1 y 2 se muestra la distribucion de los valores de homocisteina
basal y poscarga de metionina en los casos y sujetos controles y es evidente que los
valores son mas elevados en los pacientes con TVC. Se observa que existe
distribucion asimétrica con sesgo positivo, por lo que para la comparacién entre los

grupos se utilizé estadistica no paramétrica.
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Figura 1. Distribucion de Homocisteina Basal en Casos y Controles
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Figura 2. Distribucion de Homocisteina Poscarga de Metionina
en Casos yControles

En la Tabla 5 se describen las diferencias entre el grupo de pacientes con TVC
y los sujetos controles. No se observaron diferencias en edad y género. En relacién al
estado socioecondmico, el ingreso familiar total fue similar en ambos grupos (descrito
en Dolares americanos) y corresponde al quintii mas bajo para la poblacion
Mexicana.”* Asimismo, la historia obstétrica (paridad, abortos) y el uso de
anticonceptivos orales fue similar en ambos grupos. Los valores en suero de la
homocisteina se encontraron mas elevados en los pacientes con TVC, tanto en
ayunas (P = 0.01) como después de 4 horas de una carga de metionina (P = 0.006).
Por otra parte, la concentracion promedio de folatos en el suero fue significativamente

menor en los casos con TVC (P<0.0001), mientras que hubo una tendencia a niveles
bajos de vitamina P12 entre los pacientes con TVC en comparacion con el grupo

control.



Tabla 5. Diferencias entre pacientes con TVC y sujetos controles sanos

Variable Patientes Subjetos Controles P
N = 45 n =90
Edad, afios* 28.0 (14 - 55) 28.0 (16 — 53) 0.51

Género (%)
Mujeres 38 (84.4) 67 (74.4)
Hombres 7 (15.6) 23 (25.6) 0.18

Estado Socio-econémico (%)

[Ingreso Familiar total mensual]

< $1,500.00 21 (46.7) 37 (41.1)
$1,500.00 — 3,000.00 16 (35.6) 31(36.7)
> $ 3,000.00 8 (17.8) 20 (22.2) 0.77

Historia Obstétrica (%)

Nuliparas 8 (21.1) 18 (26.9)

Primiparas 16 (42.1) 25 (37.3)

Multiparas 14 (36.8) 24 (35.8) 0.78

Abortos 5(7.5) 2 (5.3) 1.00
Uso anticonceptivos orales (%)t 2/37 (5.4) 4/66 (6.1) 1.00
Homocisteina basal (umol/L)* 9.0 (3.04 —42.1) 7.0 (2.3-28.7) 0.01
Homocisteina Poscarga (umol/L)* 26.7 (10.1-77.1) 211 (3.6-49.6) 0.006
Folatos (nmol/L)* 5.7 (2.6 -12.2) 8.5 (2.3-16.1) <0.0001
Vitamina 12 (pmol/L)* 330.0 (97 — 1515) 430.8 (157 —2177) 0.07

* Valores expresados como medianas (rango).
T Porcentaje calculado en el nUmero de mujeres en edad reproductiva.
fn=81

Mutacion de la Enzima MTHFR y Trombosis Venosa Cerebral
En relacion con la distribucion de los genotipos de la enzima termolabil MTHFR

se encontr6 tendencia a mayor frecuencia de la mutante TT en los casos (22% versus



10%), aunque los controles mostraron mayor frecuencia de heterocigotos (CT) para la
mutacion (60% versus 47%)[Tabla 6]. Al comparar los pacientes portadores del
genotipo termolabil de la MTHFR (TT) con los que son negativos para el mismo
(genotipos CC + CT), se observé una tendencia a una asociacién del genotipo

termolabil con la TVC, sin alcanzar significancia estadistica (P = 0.087).

Tabla 6. Mutacion de la enzima MTHFR en casos y controles

Genotipo MTHFR (%) Patients Control Subjects P
N =45 n =90
CC (Ala/Ala) 14 (31.1) 26 (28.9)
CT (Ala/Val) 21 (46.7) 54 (60.0)
TT (Val/Val) 10 (22.2) 10 (11.2) 0.17*

*TT versus CC & CT

Asociacion entre Hiperhomocisteinemia y Trombosis Venosa Cerebral

Como se aprecia en la Tabla 7, tomando como punto de corte para considerar
hiperhomocisteinemia los valores iguales o superiores al percentil 90 de los resultados
obtenidos en los sujetos controles (> 10.69 umol/L), se encontré que 17 pacientes con
TVC presentaron hiperhomocisteinemia basal (37.8%) en comparacién con el 10% de
los sujetos controles. Esta diferencia da una estimacion del riesgo de asociacion (OR)
entre hiperhomocisteinemiay TVC de 5.4 (IC 95% 2.2 — 13.6, P < 0.001). Al ajustar los
resultados de la homocisteina basal por otras variables independientes (edad, género,
acido félico, vitamina P12 y presencia de mutacion MTHFR) se observa que la
estimacion del riesgo de asociacion entre hiperhomocisteinemia y TVC se mantiene de
manera independiente, aunque con disminucion de las razones de momios. Los
resultados con la prueba de poscarga de metionina mostraron una tendencia a la

asociacion que se perdi6 al realizar el ajuste por otras variables independientes.



Tabla 7. Estimacion del riesgo de asociacion de la Hiperhomocisteinemia y las concentraciones bajas de vitaminas
entre pacientes con TVC y sujetos controles sanos.

Variable Patients Controls Crude OR P Adjusted OR* P
n =45 n =90 (95% CI) (95% CI)
Hiperhomocisteinemia Basal 17 (37.8) 9 (10.0) 54 (22-13.6) <0.001 46 (1.6-128)  0.004

(90" percentile: 10.69 pmol/L)

Hiperhomocisteinemia Poscarga 10 (22.2) 8/81 (9.9) 26 (0.9-7.2) 0.054 2.2 (0.6-7.4) 0.18
(90" percentile: 38.49 umol/L)

Niveles Baos de Folatos 16 (35.6) 9 (10.0) 4.4 (1.8-10.8) 0.001 3.5 (1.2-10.0) 0.01
(10" percentile: 5.11 nmol/L)

Niveles Bajos de Vitamina p12 14 (31.1) 9 (10.0) 4.0 (1.6-10.3)  0.002 51 (1.8-14.2)  0.002

(10" percentile: 242.7 pmol/L)

* Los resultados de hiperhomocisteinemia basal and poscarga de metionina se ajustaron pore dad, sexo, vitaminas y mutacion MTHFR. Los

niveles vajos de vitaminas se ajustaron por edad, sexo, homocisteina y mutacion MTHFR.



Asociacion entre Vitaminas y Trombosis Venosa Cerebral

En la Tabla 7 también se describen los resultados en relacion a la asociacion
entre vitaminas y TVC. Con respecto a los folatos, la frecuencia de valores bajos fue
frecuente en el grupo de estudio (36%, considerando como punto de corte para niveles
bajos el percentil 10 obtenido en los sujetos controles sanos). La asociacion entre
valores bajos de &cido félico y presencia de trombosis venosa cerebral fue
contundente (OR = 4.4 [IC 95% 1.8 — 10.8]; P<0.0001). Al ajustar los resultados de los

folatos por otras variables independientes (edad, género, homocisteina, vitamina 12 y
presencia de mutacion MTHFR) se observa que la estimacion del riesgo de asociacion
entre folatos bajos y TVC se mantiene de manera independiente, aunque con
disminucion de las razones de momios. Por otra parte, la frecuencia de niveles bajos
de vitamina 12 también fue frecuente en el grupo de estudio (31%, considerando
como punto de corte para niveles bajos el percentil 10 obtenido en los sujetos
controles sanos). La estimacion de la asociacion entre niveles bajos de P12 y
presencia de trombosis venosa cerebral fue 4.0 (IC 95% 1.6 — 10.3; P = 0.001). Al
ajustar los resultados de los folatos por otras variables independientes (edad, género,
homocisteina, folatos y presencia de mutacién MTHFR) se observa que la estimacion
del riesgo de asociacion entre niveles bajos de 12 y TVC se mantiene de manera

independiente, incluso con incremento de las razones de momios de 4.0 a 5.1 (IC 95%

1.8 —14.2; p = 0.002).

Correlacion entre Homocisteina con Vitaminas y Mutacion MTHFR en los
Pacientes con Trombosis Venosa Cerebral

Al correlacionar los niveles de homocisteina con los de folatos en los pacientes
con TVC, se observa tendencia a una correlacion negativa con valores mas elevados
de homocisteina en presencia de niveles bajos de folatos (Spearman, rho = - 0.536; p

< 0.001). Por otra parte no se encontro correlacion entre los valores de homocisteina y



de vitamina P12 (rho = - 0.104; p = 0.49). Cuando se analiza la influencia de la

mutacién de la enzima MTHFR sobre la correlacion entre niveles de homocisteina y
folatos (Figura 3), se aprecia que los pacientes con la mutacion y acido félico bajo (<
5.1 nmol/L) son los que tendran los niveles mas altos de homocisteina, mientras que
los pacientes con la mutacién pero con niveles adecuados de folato (> 5.1 nmol/L)

mantuvieron niveles normales de homocisteina.
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Figura 3. Relacion entre los valores de homocisteina total en plasma (tHcy) y niveles de
folatos de acuerdo a la presencia de la mutacion de la enzima MTHFR (genotipo C677T).
La figura corresponde a los 45 pacientes con TVC. Los valores mas altos de
homocisteina se observaron en los pacientes con niveles bajos de folatos y la presencia
de la mutacion. La linea horizontal indica el percentil 90 de los valores de la distribucion
de la homocisteina en la poblacion control (10.69 pmol/L). La linea vertical indica el

percentile 10 de los valores de la distribucion de los folatos en el grupo control (5.11
nmol/L).



En la Tabla 8 se observa como los promedios y medianas de homocisteina son
mas elevados en los pacientes con la mutacion (medianas de 7.8 versus 18.7 umol/L)
con elevacién aun mayor en presencia de niveles bajos de folatos (homocisteina basal
= 23.8 umol/L), mientras que los pacientes con valores normales de folatos mantienen
niveles normales de homocisteina a pesar de ser portadores de la mutacion
(homocisteina = 7.7 umol/L). EI mismo efecto se aprecia con los niveles de
homocisteina poscarga de metionina (Tabla 8).

Tabla 8. Relacién de la Homocisteina Plasmatica Basal y Poscarga con la

mutacion de la enzima MTHFR, estratificado por niveles altos y bajos de Folatos,
en los 45 pacientes con trombosis venosa cerebral.

MUTACION
NO SI
(n = 35) (n=10) P

Hyc Basal (umol/L) 7.8 (3.4-15.1) 18.7 (3.0-42.1) 0.01

Folato < 5.1 (ng/mL) 9.9 (6.3 — 15.1) 23.8 (15.9 — 42.1) 0.001

Folato > 5.1 (ng/mL) 6.9 (3.4 — 13.8) 7.8 (3.0-9.8) 0.88
Hyc Poscarga (umol/L) 25.6 (10.1 - 65.8) 45.1 (12.6 - 77.1) 0.01

Folato < 5.1 (ng/mL) 25.5 (14.5 — 35.1) 55.9 (43.7 — 77.1) 0.001

Folato > 5.1 (ng/mL) 25.7 (10.1 — 65.8) 26.8 (12.6 — 29.9) 0.74

Cifras en medianas (rangos)

Coexistencia de Hiperhomocisteinemia y Niveles bajos de Vitaminas con otros
Estados Protrombéticos Asociados a la Trombosis Venosa Cerebral

Como se describe previamente 28 de los 45 pacientes con TVC presentaron
algun antecedente predisponente para trombosis, siendo el mas frecuente el estado
posparto en 23 pacientes. Por otra parte, en 17 pacientes (37.8%) no se documento6 un

factor protrombotico transitorio presidponente. Al realizar pruebas de laboratorio



trombofilicas se documentaron estados protrombéticos hereditarios en 12 pacientes y
sindrome antifosfolipidos en 11 casos de TVC. Estas alteraciones contribuyeron al
desarrollo de TVC en 12 de los 17 pacientes (hereditario 8, antifosfolipidos 3, RPC
activada 1) sin antecedente predisponente para trombosis venosa. En 14 pacientes se
documentd la presencia de dos o mas factores protromboticos (31.1%). A pesar del
estudio trombofilico completo, no se demostré alteracion hipercoagulable en 9 casos
(20%). En la Tabla 9 se aprecia la relacion entre los niveles elevados de homocisteina
y bajos de vitaminas con otras condiciones protrombéticas. La hiperhomocisteinemia
permitié explicar la causa de la TVC en 6 de los 9 pacientes (67%) que se catalogaron
como idiopaticos una vez completadas las pruebas usuales de trombofilia. Por otra
parte, se observé la coexistencia entre diversos estados hipercoagulables. Se
encontré que los niveles elevados de homaocisteina coexisten en un 25% a 40% con
otras afecciones que predisponen a trombosis venosa. Por otra parte, los niveles bajos

de folatos se correlacionaron principalmente con el estado posparto.

Tabla 9. Correlacion de la hiperhomocisteinemia y niveles bajos de vitaminas
con otros estados protromboéticos

Trombofilia Sindrome Trombofilia
Hereditaria  Antifosfolipidos Puerperio Negativa
n=12 n=11 n=23 n=9
hyperhomocysteinemia * 5 (41.7) 5 (45.5) 8 (34.8) 6 (66.7)
Niveles bajos Folatos 2 (16.7) 5 (45.5) 11 (47.8) 3 (33.3)
Niveles bajos Vitamina 12~ 3 (25.0) 5 (45.5) 7(30.4) 2 (22.2)

Los valores entre paréntesis son porcentajes

* (Basal y/o poscarga)



Al realizar andlisis de subgrupos, excluyendo a las mujeres con TVC asociada
a estado posparto, se encontrd que la estimacion del riesgo para niveles elevados de
homocisteina y TVC no relacionada al puerperio fue hasta de 7.5 (IC 95% 2.5 a 22.2;
P<0.001). Por otra parte, las razones de momios para TVC puerperal fueron de 3.9 (IC
95% 1.3 a 12.1; P = 0.02). Asimismo al realizar andlisis de subgrupos para determinar
el papel de las vitaminas en la TVC asociada al embarazo (excluyendo TVC no
puerperales), se encontré que la estimacion del riesgo para niveles bajos de folatos y

TVC puerperal fue hasta de 8.7 (IC 95% 2.8 a 23.7; P<0.0001) mientras que para la

vitamina 312 de 4.4 (IC 95% 1.4 a 13.9; P = 0.01).

10.0 DISCUSION

El principal hallazgo del presente este estudio es que los niveles elevados en
plasma de homocisteina en ayunas se asociaron en forma independiente con riesgo
de trombosis venosa cerebral. El incremento en el riesgo de aproximadamente 4 veces
mayor en comparacion con sujetos con valores normales de homocisteina. Este
hallazgo no se observé después de la carga de metionina al ajustarse por otras
variables independientes. Esta discrepancia puede explicarse porque los trastornos en

la via de la remetilacion del metabolismo de la homocisteina, que es dependiente de
folato, vitamina P12 y la actividad de la enzima MTHFR, probablemente estan

principalmente afectados en nuestra poblacion, mientras que la carga de metionina es
mas sensible en la deteccion de alteraciones en la via de la transulfuraciéon. El grado
de asociacion entre hiperhomocisteinemia y TVC encontrado en el presente estudio es
similar al reportado en tromboembolismo venoso. En dos meta-analisis de los
resultados de los estudios de casos y controles sobre el riesgo de tromboembolismo
venoso en presencia de hiperhomocisteinemia, Ray JG® y den Heijer et al®
encontraron OR globales de 2.95 y 2.5, respectivamente. La magnitud fue incluso mas

aparente en pacientes menores de 60 afios. Las razones de momios para



tromboembolismo venoso en presencia de valores elevados de homocisteina en
ayunas se incrementaron hasta 4.3 cuando los pacientes mayores de 60 afos fueron
excluidos del meta-analisis.®® La edad promedio de los pacientes en el presente
estudio fue de 288 afios y los OR ajustados alcanzaron 4.6 para
hiperhomocisteinemia basal. Asimismo, los resultados son comparables al estudio
recientemente publicado por Martinelli et al,”® en pacientes con un primer episodio de
TVC, que documentaron la presencia de hiperhomocisteinemia (valores altos de
homocisteina o incrementos en la poscarga) en 33 de 121 pacientes (27%) y en 20 de
242 controles sanos (8%), con OR de 4.2 (IC 95% 2.3 a 7.5).

Los niveles elevados de homocisteina han demostrado ser un factor notable e
independiente relacionado con eventos cerebrovasculares isquémicos en la mayoria
de los estudios de cohorte y de casos y controles.'®*"*8"377 | os efectos deletéreos de
la hiperhomocisteinemia y enfermedad cerebrovascular isquémica parecen ser
mediados principalmente a través de efectos pro-aterogénicos.’”® Asimismo, la
probable relacién causal entre concentraciones de homacisteina elevadas e isquemia

cerebral se ha observado en pacientes jovenes y nifios,’®®

lo que sugiere un
mecanismo trombogénico mas que aterogénico como causante de la enfermedad
cerebrovascular en estos pacientes jovenes. El riesgo de la asociacion ente
hiperhomocisteienmia leve y TVC encontrada en el presente estudio es comparable al
encontrado en jovenes y nifios con eventos cerebrovasculares isquémicos. Es
probable que la homocisteina promueva la trombofilia al producir dafio oxidativo al
endotelio, altere las propiedades coagulantes de la sangre o impida la regulacion
vasomotora dependiente del endotelio.’®

Los niveles bajos de folatos y vitamina B12 también se asociaron con mayor
riesgo de TVC. Aunque los valores de homocisteina se correlacionaron negativamente
con los de folato, no se observo reduccion de la estimacién del riesgo de asociacion al

incluir en el modelo de regresion a la homocisteina, las vitaminas y la presencia de

mutacion MTHFR, lo cual implica que el incremento en el riesgo de TVC, que



acompafia a los niveles bajos de folatos, parece ser mediado de manera
independiente. Cada vez se reconoce mas que los valores bajos de &cido fdlico
probablemente participan directamente en el desarrollo de enfermedad
cardiovascular.®®* Aunque la mayoria de los estudios se han enfocado en los efectos
benéficos de los folatos sobre la reduccion de la hiperhomocisteinemia, se han
informado efectos favorables de los folatos que son independientes del metabolismo
de la homocisteina.?* Lo anterior podria explicar la relativamente alta frecuencia de
TVC asociada al puerperio observada en nuestro medio, ya que la TVC se observa
principalmente en mujeres con bajo estado socio-econémico y la consecuente
deficiencia nutricional. La alta frecuencia de niveles bajos de folatos correlacioné con
la alta frecuencia de anemia, que también parece ser mediada por factores
nutricionales y atencion deficientes durante el parto. Considerando que los estudios de
laboratorio se realizaron tres meses después del evento agudo de TVC, podria
especularse que la frecuencia de niveles bajos de folatos y de hiperhomocisteinemia
podria ser ain mayor si los estudios se llevaran a cabo durante la etapa aguda. En el
estudio de Martinelli et al,”® no se encontré asociacién entre concentraciones bajas de
vitaminas y TVC, probablemente por diferencias en las poblaciones estudiadas. La
prevalencia del uso de anticonceptivos orales fue elevada en este estudio Italiano
(70%), mientras que en el presente estudio hubo preponderancia de TVC puerperal.
Por otra parte, Cattaneo et al,®® demostraron recientemente gue la deficiencia de
vitaminas es comun en pacientes con trombosis venosa profunda, principalmente de
vitamina B6 y en menor grado de folatos, que fueron independientes de la presencia
de hiperhomocisteinemia. En otros estudios no se ha encontrado asociacion entre
trombosis venosa y valores bajos de vitamina B12; por lo que en nuestro estudio
podria ser tan solo un indicador del bajo estado nutricional de la poblacion estudiada
en nuestro medio.

Con relacion a al andlisis de la mutacion de la enzima MTHFR, se encontro

tendencia a la asociacion (22% en grupo con TVC versus 10% en sujetos controles



sanos) sin alcanzar significancia estadistica (P=0.098). La ausencia de asociacion
podria explicarse porque se requiere un gran tamafio de muestra para demostrar la
asociacion debido a poder estadistico. En un meta-analisis reciente, Wald et al®®
revelaron mayor riesgo de trombosis venosa profunda en personas con la mutacion
MTHFR. La frecuencia de la mutacion en nuestro estudio fue similar a la observada en
la poblacién blanca y un estudio reciente en nuestro medio por Mutchinick et al®’
sefiala que existe una mayor prevalencia de la mutacién, lo cual, aunado a la alta
frecuencia de niveles bajos de folatos, puede tener importantes implicaciones en el
desarrollo de TVC al promover la hiperhomocisteinemia debido a la necesidad de una
mayor ingesta de folatos para mantener las concentraciones de homocisteina en rango
normal.®® Como se aprecia en la Figura 3, los valores méas altos de homocisteina se
observaron en los pacientes portadores de la mutacibn que a su vez presentan
concentraciones bajas de folatos.

Las principales limitaciones del presente estudio son las inherentes a los
disefios de casos y controles. A pesar de que los casos fueron seleccionados en forma
consecutiva y que los controles fueron elegidos en forma simultanea y de la misma
fuente que los casos, diversos confusores potenciales nunca pueden ser eliminados
por completo. Si la hiperhomocisteinemia representa realmente la causa o tan sélo la
consecuencia de la trombosis venosa cerebral no puede establecerse con disefios
retrospectivos como el presente estudio. Sin embargo, los disefios de casos y
controles son particularmente Utiles para evaluar enfermedades poco comunes como
la TVC, donde la organizacion de estudios prospectivos y/o de intervencién se vuelve
muy dificil, y en cuyo caso los estudios de casos y controles resulta el nico enfoque
practico para su estudio. Otra limitante fue la falta de algunas mediciones que hubieran
sido deseables en el grupo control (como creatinina, otras pruebas trombofilicas, etc)
que no fue posible realizar por cuestiones de presupuesto para el estudio; sin
embargo, es poco probable que afectaran en forma importante los resultados finales.

Por ejemplo, aunque la funcién renal es un determinante importante de los valores



séricos de homocisteina, aunque no se midid la creatinina sérica es muy poco
probable que se hubieran incluido controles con dafio renal, ya que fueron
seleccionados de una poblacién aparentemente sana en base al cuestionario aplicado.
Tampoco se aplicé una historia nutricional que hubiera sido de utilidad para determinar
su influencia sobre las concentraciones de homocisteina y vitaminas. Consideramos
que se requieren estudios adicionales que incluyan estas variables y se conozca el
curso temporal de la homocisteina y las vitaminas en mujeres con TVC puerperal.

Los hallazgos del presente estudio son consistentes con la hip6tesis de que las
concentraciones elevadas de homocisteina se asocian a mayor riesgo de TVC.
Adicionalmente, los niveles bajos de folatos también se asociaron a mayor riesgo de
TVC en nuestra poblacion donde las bajas condiciones socio-econémicas y
deficiencias nutricionales probablemente contribuyan a su relativamente alta
frecuencia. Con base en los resultados obtenidos en nuestro estudio y de Matrtinelli et
al,”? la medicion de la homocisteina plasmatica debe incluirse en la evaluacién de los
estados protrombéticos en el paciente que desarrolla trombosis venosa cerebral.
Finalmente, a diferencia de otros tipos de trombofilias que no pueden modificarse
terapéuticamente, la hiperhomocisteinemia puede tratarse en forma facil y segura con
suplementos vitaminicos a base de acido félico, de preferencia en combinacion de

cobalamina y piridoxina.

11. CONCLUSIONES

1. Se documenté hiperhomocisteinemia basal en el 37.8% de los pacientes con TVC
y en 22.2% en el estudio con poscarga de metionina, mientras que la frecuencia
global de hiperhomocisteinemia, basal y/o poscarga, fue del 42.2%.

2. La estimacién del riesgo de asociacién entre hiperhomocisteinemia y TVC fue de
5.4 (IC 95% 2.2 — 13.6, P < 0.001), que se mantiene de manera independiente al

ajustar por otras variables aunque con disminucion de las razones de momios.



3. Los resultados con la prueba de poscarga de metionina mostraron una tendencia a
la asociacion que se perdié al realizar el ajuste por otras variables independientes.

4. Se encontraron niveles bajos de folatos en 35.6% de los pacientes con TVC y
niveles bajos de vitamina B12 en el 31.1%. La estimacion del riesgo de asociacion
entre niveles bajos de vitaminas y TVC fue de 3.5 para los folatos y de 5.1 para la
vitamina B12, una vez ajustados por otras variables independientes. El riesgo de
asociacion entre niveles bajos de folatos y TVC estd mediado en parte por el
efecto de la homocisteina y en parte parece ser un efecto independiente.

5. La prevalencia de la mutacion de la enzima MTHFR fue del 22% en pacientes con
TVC y del 11% en controles. Aunque esta diferencia no alcanz6 significancia
estadistica, se observd una interaccion genético — ambiental, ya que la elevacion
de la homocisteina se manifesté sobre todo en los pacientes con la mutacién

MTHFR vy niveles bajos de folatos.
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