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RESUMEN.

Asociacion de ictus isquémico con la presencia de polimorfismo -1131T>C

del gen de la Apolipoproteina A-V.

Nombre y adscripcion del investigador principal e investigadores asociados.

Dr. Jorge Escobedo de la Pena*, Dr. Miguel Alejandro Benitez Sanfeliz**, Dr.
Miguel Cruz Lépez***, Dra. Evangelina Gonzalez Figueroa™***.

*Médico Internista, Jefe de la Unidad de Investigacion en epidemiologia clinica del
HGR No.1 ‘Carlos MacGregor Sanchez Navarro’, Gabriel Mancera 222. Col. del Valle. 03100 México, DF.
Teléfono: 5639-4688.

**Residente de 4° afio de la especialidad de Medicina Interna, HGR No.1 ‘Carlos MacGregor Sanchez
Navarro’, IMSS.

A Jefe de la Unidad de Investigacion Médica en Bioguimica
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
Av. Cuauhtémoc 330, Col. Doctores C.P. 06720. Teléfono: (55) 5761 2358; fax 5627 6914.

****Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica. Hospital General Regional No.1"Carlos Macgregor
Sanchez Navarro” IMSS.

Antecedentes.

El Ictus isquémico, es la primera causa de discapacidad neuroldgica del adulto, 32
causa de afnos de vida perdidos a nivel mundial, la 22 causa de mortalidad en
adultos en México y dentro de las primeras 10 causas de internamiento en un
servicio de medicina interna. Es una enfermedad multifactorial, resultado de una
compleja interaccion gen-gen y gen-medio ambiente. Se ha asociado la presencia
de polimorfismos del gen de la apolipoproteina A5 con un incremento en el riesgo
de enfermedad cardiovascular y la presencia de ictus isquémico. El polimorfismo
de nucleétido simple o SNP -1131T>C de la apolipoproteina A5, se ha asociado a
multiples factores de riesgo cardiovascular, desde fenotipos intermedios como
hipertrigliceridemia o hiperglucemia, hasta fenotipos finales como el ictus
isquémico o coronariopatia. Los factores de riesgo genético toman relevancia en
adultos jovenes con un solo factor de riesgo, que tienen expresion temprana de
enfermedad cardiovascular, los cuales pueden funcionar como un marcador
preventivo de dafo. En la actualidad no existen estudios en México, que asocien
este SNP con Ictus isquémico u otros factores de riesgo cardiovascular, por lo
que se requiere un estudio que determine la frecuencia alelica y confirmen esta
asociacion en nuestro pais.

Objetivos.
Objetivo primario.

Demostrar que la presencia del polimorfismo -1131T>C de APOAS se asocia al
incremento en la incidencia de Ictus isquémico.




Objetivos secundarios.

Analizar material genético de pacientes con ictus isquémico y controles pareados
por edad y sexo.

Determinar la presencia de polimorfismo -1131T>C de la Apolipoproteina A-V en
casos y controles.

Analizar la asociacion del polimorfismo -1131T>C de la Apolipoproteina A-V con la
presencia de ictus isquémico y las variables de confusion asociadas al estudio.

Material y métodos. Se realizo un estudio no experimental de casos y controles,
con proporcién 1 a 1, pareados por edad y sexo, en pacientes del Hospital
General Regional No. 1 del IMSS. Se incluyeron 504 pacientes en el estudio, el
grupo de casos n= 252 de pacientes con diagndstico de ingreso de ictus
isquémico, hospitalizados en el servicio de medicina interna y el grupo de
controles n= 252 de pacientes sin ictus isquémico ni enfermedad aterotrombdética
reciente, hospitalizados en el servicio de cirugia general. Previo Se aplico la hoja
de registro de datos a cada paciente, se tomaron muestras sanguineas para
analisis de DNA y determinacion de polimorfismo -1131T>C de APOAS en los
genes candidato, mediante amplificacién de las regiones conocidas por PCR en
tiempo real, Se utilizé el primer con referencia AY422949 (GenBank de NCBI) y
tecnologia TagMan para el rs662799, con dos flurocromos, que se unen a los
sitios polimérficos de cada alelo. Se determino el SNP en un total de 240 casos y
233 controles, existieron 31 perdidas en el analisis del SNP por baja concentracién
de ADN en la muestra y sefial inadecuada de la sonda Tagman.

Analisis estadistico.

Se realizo analisis estadistico univariado, bivariado y multivariado de los datos
obtenidos, se realizo estadistica descriptiva para las variables demograficas,
clinicas y bioquimicas, se aplico razén de momios (OR) de la prevalencia, con IC
al 95%, valor alfa al 0.05. Se aplico el modelo de regresion logistica no condicional
para las variables de confusion.

Variables de estudio.

Variable dependiente: Ictus isquémico.

Variable independiente: Presencia de polimorfismo -1131 T>C de Ila
Apolipoproteina A-V.

Consideraciones éticas y de bioseguridad.

En acuerdo a lo dispuesto el Titulo Quinto, Capitulo Unico, con todas sus
Fracciones en la Ley General de Salud, ultima reforma publicada en el Diario
Oficial de la Federacion el 18 de diciembre de 2007, el Titulo Segundo, Capitulo |,
Articulo 17, Fraccion Il, del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion en Salud, ultima reforma publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 06 de enero de 1987; se considera que esta investigacion es de
riesgo minimo, ya que contempla la realizacién de examen fisico, interrogatorio y
toma de muestras de sangre. El estudio no contempla la participacion de menores
de edad, mujeres embarazadas o grupos subordinados.




Los procedimientos de estudio se apegan a las normas éticas, al Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion y a la Declaracién de Helsinki
vigente.

La informacion se manejara en forma confidencial, de tal forma que se eliminara el
nombre del paciente y su cédula de identificacién en todas las bases de datos y
solo se vinculara con el numero de folio para en caso de que haya informacion
faltante que sea necesaria recabar. Solo el investigador principal tendra acceso a
esta informacién. El analisis sera siempre en forma grupal, de forma tal que no
sera posible identificar a los individuos participantes en el analisis.

Aspectos de bioseguridad.

Las actividades del presente estudio, se han clasificado con un nivel de
bioseguridad 2 (CDC), grupo de riesgo 1 (OMS- 2005), por lo que se tomaron las
consideraciones pertinentes en su realizacion.

Recursos e infraestructura.

Se conto con un médico residente capacitado y dos quimicos bidlogos expertos
en el area en la realizacion del estudio. EI HGR 1 cuenta con un area adecuada
para manejo y almacenamiento de muestras, el método de trasporte de las
mismas fue efectivo, se dispuso de los recursos financieros necesarios para la
realizacion del mismo. El universo de trabajo del proyecto fue accesible, se
dispuso de los recursos humanos, fisicos y financieros necesarios.

Tiempo de desarrollo. Marzo de 2014 a Enero de 2015.

Palabras clave: Ictus isquémico, polimorfismo -1131T>C, Apolipoproteina A-,
riesgo cardiovascular.




Marco teodrico.

La enfermedad vascular cerebral (EVC), fue la tercera causa de anos de vida
perdidos a nivel mundial en el 2012, mostrando un incremento del 12% en los
ultimos 10 afos [1]. Segun datos de la American Heart Association (AHA), la
enfermedad vascular cerebral es la principal causa de discapacidad neuroldgica
del adulto, con una incidencia anual de 610 000 nuevos casos; en el 83% de los
casos, la EVC es de tipo isquémico (Ictus isquémico), con una tasa de mortalidad
de 22.8% la cual incrementa con la edad [2,3]. La EVC fue la sexta causa de
mortalidad general en México en el afio 2012 [4].

Los factores de riesgo modificables como la hipertensién arterial, diabetes mellitus
tipo 2, dislipidemia, tabaquismo, consumo de alcohol, obesidad y sindrome
metabdlico explican en mayor medida la incidencia de EVC tipo isquémico, sin
embargo gracias a los estudios de escaneo en todo el genoma (GWAS, por sus
siglas en inglés), actualmente se han identificado un espectro cada vez mayor de
factores de riesgo genéticos asociados a la enfermedad [5,6].

Se ha demostrado que la hipertrigliceridemia es un factor independiente de riesgo
para EVC. Un meta-analisis de 21 poblaciones basado en estudios prospectivos
con un total de 65.863 hombres y 11.089 mujeres, se encontré una asociacion
entre los niveles de triglicéridos (TG) y enfermedad cardiovascular en poblacién
general. En promedio la elevacién de 89 mg/dL en la concentracion de TG se
asocio con un incremento de 12% del riesgo cardiovascular en hombres y 37% en
mujeres tras ajustar por CT (Colesterol total), LDL-C (Colesterol asociado a
lipoproteinas de alta densidad), HDL-C (Colesterol asociado a lipoproteinas de alta
densidad), indice de masa corporal (IMC), presion arterial y diabetes [7]. En 13
951 pacientes en el Copenhagen Heart Study seguido por 33 afos para el
accidente cerebrovascular isquémico, el aumento de niveles escalonados de
triglicéridos postprandiales se asociaron con un mayor riesgo de accidente
cerebrovascular isquémico en hombres y mujeres. Los niveles elevados de
colesterol total no se asociaron con riesgo de accidente cerebrovascular isquémico
en mujeres, pero los niveles de > 9,00 mmol/L incrementaron el riesgo en hombres
[3].

Apolipoproteina A-V: Estructura y funcién.

El gen de la apolipoproteina A5 o A-V, fue descubierto en el afo 2001 por
Pennacchio y cols. Como resultado de sus investigaciones sobre nuevos marcos
de lectura abierta en el cromosoma 11923 en el conjunto de genes (Cluster) ApoA-
I/ApoC-IIl/ApoA-IV.

El gen de ApoAb5, se localiza a 30 kilobases (kb) con direccién 3’ del gen ApoA4 y
40 kb del gen ApoC3, consiste en 4 exones que codifican 366 aminoacidos, con
71% de similitud a APOA5 murino y 27% del gen APOA4 humano. Se expresa en
el higado y su producto la apolipoproteina A5 (APOAS) es un mondmero con masa
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molecular de aproximadamente 39 kDa. En cuanto a su estructura, destaca un
importante componente alfa hélice en un contexto de predominio hidrofdbico,
donde el extremo C-terminal tiene un papel importante en la unién de la proteina a
los lipidos. Se secreta a la circulacién ligada a quilomicrones, VLDL (colesterol
asociado a lipoproteinas de muy baja densidad) y HDL, cuenta con valores
plasmaticos en el humano que varian entre 24 y 406 pg/l (<0.1% de la
concentracion de Apo A-l), lo que dificulta su medicion en plasma mediante
técnicas de inmunoanalisis [8,9,10]. La maduracién de esta proteina ocurre por
pérdida de 23 aminoacidos correspondientes al péptido sefal. Es sobre-
expresada en respuesta a factores de transcripcion que afectan al metabolismo de
TG como el PPAR-a (Peroxisome proliferator activated receptor alpha), el receptor
nuclear y el ROR (Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor) 1 y 4 y los
ligandos del receptor X del higado (T0901317) pueden regular la expresion a
través de SREBP-1c (Sterol Element Binding Protein 1C). [8].

La ApoA5 ha demostrado ser un regulador clave del nivel plasmatico de TG, Van
der Vliet et al. Observaron una reduccion de 70% en el nivel de triglicéridos (TG)
plasmaticos en ratones con sobreexpresion adenoviral de Apo A5 en comparacion
con ratones de tipo salvaje. Esta reduccion se atribuyé a la disminucion de los TG
en la fraccion VLDL. Por el contrario los ratones con nula produccién de Apo A5
(knock-out ) tuvieron un incremento de 4 veces las cifra de TG plasmaticos. Estos
resultados indican una relacion inversa entre los niveles de ApoA5 y TG, por lo
que el funcionamiento anormal de ApoA5, es un factor de riesgo para
hipertrigliceridemia. La distribuciéon de ApoAS5 en lipoproteinas es similar a la de
Apo C-lll, al parecer tiene un efecto antagdnico y una intermodulacion en la
regulacion de los niveles plasmaticos de TG. Se ha demostrado una disminucién
en la expresion de ApoA5 por accién de la insulina, mediante inhibicién del
promotor de ApoAS5, hecho que puede explicar la asociacion entre hiperinsulinemia
e hipertrigliceridemia. Ademas de su papel en el metabolismo de los TG, la ApoAS
también ha sido reconocida como una proteina de fase aguda, esto se demostro
por el incremento de los niveles de APOAS5S de forma independiente a los niveles
de triglicéridos, en ratones que fueron inyectados con una endotoxina.

Una teoria de los mecanismos moleculares mediante los cuales ApoA5 regula los
TG plasmaticos, es debido al incremento de catabolismo de lipoproteinas ricas en
TG mediado por LPL (lipoproteina lipasa).  Merkel et al. reportaron que la
reduccion de triglicéridos asociados a VLDL y quilomicrones es resultado del
aumento de la hidrolisis mediada por LPL, asimismo observaron que Apo A5 no
tuvo efecto sobre la tasa hidrolitica de LPL en ausencia de proteoglicanos. Xiao
Shu et al. Reportaron que ApoA5 posee alta afinidad por proteoglicanos de
heparan sulfato, a través de su residuo de carga positiva que mejora la unién e
hidrolisis de lipoproteinas [9,10]. Estudios en ratones transgénicos demostraron
que la ApoA5 actua mediante una interaccion con proteoglicanos que unen la LPL
a la superficie celular (11).

Los proliferadores de peroxisomas activados por receptores (PPARs), son factores
de transcripcién nuclear activados por ligandos, que pertenecen a la superfamilia
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de receptores esteroideos y juegan un papel importante en la homeostasis de
nutrientes. Se conocen 3 subtipos PPARa, PPARB/® y PPARy. Un elemento de
respuesta funcional del PPARa ha sido identificado en el promotor del gen de APO
A5 humano, clasificado como gen candidato. Los agonistas de PPARa
incrementan la expresion hepatica y los niveles plasmaticos de APO A5, el cual es
un regulador positivo de lipoproteina —lipasa (LPL), enzima que se une al endotelio
capilar del musculo y tejido adiposo para mediar la eliminacién de triglicéridos
unidos a lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y quilomicrones. La expresion
de la LPL en higado esta restringida a las células de Kupffer, La actividad de la
LPL, tiene una regulacién postranslacional a través de la secrecion de factores de
modulacion, que incluyen apolipoproteina A-V (APO A5) [12].

Una teoria alternativa propone que la APOAS5, inhibe la tasa de produccién de
VLDL. Weinberg et al. Proporcionaron evidencias estructurales y quimicas de que
ApoA5 moadifica los niveles de TG alterando la tasa de ensamblaje y secrecidon de
las particulas VLDL en lugar de mejorar la hidrdlisis de lipoproteinas LPL ricas en
TG. En un estudio en ratones, mediante transfeccion de ApoA5 por adenovirus,
Schaap et al. demostraron una reduccion de hasta 37% en VLDL asociadas a TG,
sin afectar las particulas VLDL de montaje.

En estudios de hepatectomia parcial en ratas, se observdé un incremento del
ARNm de apo A-V hasta 3,5 veces. Shu et al. Encontraron que aproximadamente
el 50% de la Apo A-V recién sintetizada es retenida en la célula en asociacion con
gotitas de lipidos citosdlicas. Pamir et al. Informaron que ratones transgénicos
ApoA5 con una dieta alta en grasa y sacarosa, secretaban cantidades inferiores
de TG. En un estudio con células de hepatocarcinoma Humano tipo McArdle 7777
transfectadas con APOA5, se demostré por microscopia de fluorescencia confocal
que APOAS5 funciona como un redstato que dirige la secrecion y montaje de
inclusiones de lipidos citosolicos en el hepatocito [13].

Polimorfismos de APOA5 asociados a factores de riesgo cardiovascular.

El 90 % de la diversidad fenotipica humana proviene de las variaciones heredadas
de una sola base o polimorfismos de nucleétido unico (SNP). La cual se origina
por el intercambio reciproco de los nucleétidos; adenina, citosina, timina o guanina
y presentan una incidencia mayor del 1 %. Ocurren aproximadamente cada 100 a
1000 bases, variable y con distribucion aleatoria a lo largo del genoma humano.
La identificacion de genes clinicamente relevantes permite redefinir muchas
enfermedades en funcidn de la relacidn genotipo- fenotipo. Es factible que esta
nueva clasificacion molecular genética de la enfermedad, establezca categorias
solo basadas en la modulacion de genes individuales, que actuarian como
factores predictivos, permitiendo un mejorar el abordaje diagnostico — terapéutico
[14,15]. Los SNP funcionales que se encuentran en los promotores de los genes
que sintetizan proteinas, afectan los niveles de expresion génica [15].

Hay varios SNPs asociados con el gen ApoA5, los tres haplotipos mas comunes
relacionados con el gen ApoA5 son APOAS * 1, ApoA5 * 2, y ApoA5 * 3. Estos
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incluyen cinco de los mas tipicos SNPs ApoAS5: -1131T> C, -3A> G, 56C> G
(también referido como S19W), IVS + 476G> A, y 1259T> C. Estos 3 haplotipos,
cuya frecuencia poblacional es del 83,4, el 8,0 y el 8,4%, respectivamente,
corresponden al 98% de los haplotipos Apo A5 en la poblacion blanca.

El haplotipo ApoA5*2 contiene 4 alelos raros (-1131T>C, -3A>G, IVS+476G>A y
1259TC) y se reporta que posee importancia en el metabolismo de TG. La
presencia del polimorfismo —1131T>C, también conocido como SNP3, define el
haplotipo ApoA5*2 [16].

El SNP -1131T>C o rs662799 de APOAS es la variante mas estudiada de este
gen, también denominada SNP3, con posicion 116792991, localizado en la region
promotora del cromosoma 11, su asociacién con la concentracion de TG muestra
bastante consistencia y ha sido confirmada en varios estudios que incluian
Caucasicos, Japoneses, Chinos y Taiwaneses. Se ha propuesto que este
polimorfismo podria modular la actividad trascripcional de la proteina, pero este
hecho no se ha podido demostrar, llegando a sugerirse que -1131T > C y el resto
de polimorfismos integrantes de haplotipos APOA5*2 carecen de funcionalidad y
que las asociaciones encontradas, reflejarian el hecho de que -1131 T > C es un
marcador de variaciones funcionales del gen APOC3 siendo los efectos de
APOAS5*2 debidos al desequilibrio de ligamiento de -1131T > C con 482T > C
(APOC3) [8,16].

La frecuencia reportada para el alelo raro de SNP -1131T>C (-1131C) en
diferentes poblaciones es: Hungria 5.7%, Reino unido 6.0%, Espafa 7.0%, EE.UU
(Blancos 6.0%, Afroamericanos 12%, hispanos 16%), India 20%, China 29.9%,
Japdn 34%, la frecuencia alélica es mayor en poblacion afroamericana e hispanica
que en blanca. Los analisis genéticos indican que los homocigotos para la
variante -1131C en poblacion blanca, presentan concentraciones 40% mas
elevadas de TG que en los homocigotos del alelo comun. En mujeres asiaticas se
ha observado una elevacion del 36% de TG para la variante -1131C.

La asociacion entre los portadores del alelo raro de polimorfismo -1131T>C del
gen ApoA5 y mayor riesgo de enfermedad coronaria se ha demostrado en mujeres
estadounidenses con OR 1.85 (1.03-3.34) IC 95% y en chinos OR 2.26 (1.12-4.53)
IC 95%. Esta asociacion se ha reportado también en pacientes hungaros con
enfermedad coronaria grave OR 1.99 (1.30-3.04) IC 95%, parece ser
independiente de la etnia y es similar en magnitud en las poblaciones india y
blanca [16].

En un estudio chileno de casos y controles, cuyo objetivo fue determinar la
asociacion entre coronariopatia y SNPs de ApoAS, n= 425, con edades entre 33 y
74 anos, 209 con coronariopatia (estenosis >70%) y 261 controles, se realizo la
genotipificacion de los SNP S19W y -1131T>C del gen ApoA5 mediante la técnica
de PCR- RFLP. La distribucién genotipica para el polimorfismo -771317>C en
pacientes con EC (TT: 56%, TC: 37%, y CC: 7%). Las ORs relacionadas a los
alelos mutados 19W (1.12; .C.95%, 0.72 — 1.74, p=NS) y -1131C (1.19; 1.C.95%,
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0.87 — 1.63, p=NS), confirman la ausencia de asociacion, sin embargo las
concentraciones de glucosa y TG fueron mayores en los sujetos portadores de
SNP -1131C, tanto en casos como en controles, por lo que al ser factores de
riesgo conocidos incrementan el riesgo de coronariopatia [17].

En el Framingham Heart study, el cual incluyo 1,129 hombres y 1,262 mujeres
se investigd la asociacion de 5 SNPs del gen de ApoA5: -1131T>C, -3A>G,
56C>G IVS3+, 476G>A y 1259T>C, con subfracciones de lipoproteinas y riesgo
cardiovascular. El poliformismo -1131T>C se asocid significativamente a una
mayor concentracién de TG plasmaticos en ambos géneros, con una P= 0.001 y
una concentraciéon menor de HDL en mujeres, con una P=0.019. Se realiz6é un
analisis de supervivencia con el modelo de regresion de Cox, ajustando las
variables: edad, indice de masa corporal (IMC), tabaquismo, diabetes mellitus,
consumo de alcohol, uso de betabloqueadores para ambos géneros y menopausia
o terapia de remplazo hormonal en mujeres, para determinar riesgo de
enfermedad cardiovascular asociado a los SNPs de ApoA5, los resultados
mostraron que el alelo menor -1131T>C se asocio a un incremento de riesgo en
mujeres (1.85; IC 95%, 1.23-3.34; P=0.040) [18].

Un estudio de asociacion genética entre ApoA5 y niveles de triglicéridos: The
Dallas Heart Disease Prevention Program, el cual incluyé 2600 individuos (negros,
hispanos y blancos), demostré una fuerte asociacién genética entre los SNPs -
1131T>C y ¢.56C>G de APOAS5 con niveles elevados de triglicéridos, resultado
que predomino en mujeres hispanas y hombres blancos e hispanos [10].

En un estudio espafiol que estudid la asociacion entre el SNP-1131T>C vy los
lipidos de la dieta mediado por concentraciones de lipoproteinas ricas en TG, con
una n=1465 pacientes, entre 20 y 65 afios, con sobrepeso y obesidad (IMC 25 -
40). Las concentraciones de TG y colesterol VLDL (VLDL-C) fueron mayores en
portadores del alelo menor (CC), para TG (1.5 0.61 vs. 1.1 £0.46 mmol/L) (P =
0.02) y para VLDL (0.7 £0.32 vs. 0.6 £ 0.22 mmol/L) (P = 0.01) [19].

Polimorfismo -1131T>C y enfermedad vascular cerebral tipo isquémico.

Algunos estudios de epidemiologia molecular se han centrado en la asociacion
entre SNP -1131T>C de APOAS5 con enfermedad vascular cerebral tipo isquémico
y niveles de TG.

En un estudio chino de casos y controles, se determin6 la asociacion entre
enfermedad vascular cerebral (EVC) tipo isquémico y presencia de SNP -
1131T>C, con una n= 588, 272 casos de EVC y 316 controles. Se obtuvo una OR
2.1, (1.01-4.37, IC 95%) para EVC en portadores de genotipo -1131CC, 1.34
(1.02-1.76, IC 95%) para -1131CG y 0.71 (0.51-0.92, IC 95%) para el alelo -
1131TG [20]. Un estudio en Hungria investigo la distribucion del SNP -1131T>C
de APOA5 mediante PCR-RFLP en 201 pacientes con sindrome metabdlico y
edad promedio de 61.1+£0.76 afios, comparado con 210 controles sanos, con edad
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promedio de 52.9+1.23 anos. Los resultados del analisis con el modelo de
regresion multiple determino que el alelo -1131CC es probablemente un factor de
riesgo independiente de sindrome metabdlico, al ajustar las variables de edad,
genero, colesterol total, infarto del miocardio e infarto cerebral la asociacion fue
mayor (OR=3.622, IC 95%: 1.200-10.936, p=0.02) [21].

Un estudio chino con 106 casos de pacientes con Enfermedad vascular cerebral
tipo isquémico o ataque isquémico transitorio y 157 controles sanos, determiné la
presencia del SNP 1131T>C por PCR-RFLP (Reaccion en cadena de polimerasa-
polimorfismos de longitud por fragmentos de restriccion) en ambos grupos. Los
resultados mostraron un OR para la asociacion del alelo C con ictus isquémico de
0.96 (0.66-1.38, IC 95%). No hubo diferencias significativas en las frecuencias
alélicas entre los géneros de los controles. Mediante un modelo de regresion
logistica condicional, posterior a ajustar por edad y género, se mostré que las
siguientes variables se asociaron a ictus isquémico: Antecedente de hipertension
arterial sistémica con OR = 1,93, (1.19 - 3.13, IC del 95%), diabetes mellitus con
OR = 2,47 (1,36 - 4,50, IC 95%) y nivel de triglicéridos. Un aumento de 1 unidad
de logaritmo natural (2.72x) en el nivel de triglicéridos se asocié con una OR
ajustada de 2,22 (1,35-3,63, IC 95%) [22].

Mediante el meta-analisis, (National Knowledge Infrastructure y CBM Chinese
BioMedical Literature Database), se evaluo6 la asociacion entre SNP -1131T>C con
enfermedad vascular cerebral tipo isquémico y niveles de TG, se calculé razén de
momios combinada con IC 95% en el modelo dominante (CC+TC vs TT), modelo
recesivo (CC vs TC+TT), comparacion entre homocigotos (CC vs TT) y
heterocigotos (TC vs TT). La asociaciéon entre el modelo dominante (CC+TC vs
TT) y los niveles plasmaticos de colesterol total (CT), HDL-C y TG se midieron por
una diferencia de medias ponderada (DMP) con IC 95%, asimismo se realizé un
analisis por subgrupos para evaluar los efectos especificos de cada etnia. Se
evaluaron un total de 2.294 casos de EVC isquémico y 1.858 controles,
contenidos en 8 estudios. Los resultados mostraron que el SNP - 1131T > C de
APOAS m, se asoci6 significativamente con EVC isquémico en todos los modelos
de comparacion (CC + TCvs TT, OR = 1,70, IC 95% = 1.24- 2,32; CCvs TC +
TT, OR =1,36, IC 95% = 0,98 - 1,90; CC frente a TT, OR = 1,73, IC 95% = 1,34 -
2,23; TCvs TT, OR = 1,67, IC 95% = 1,19 - 2,36). En el analisis de subgrupos
segun la etnia, los europeos poseian un mayor riesgo de EVC, mayor en CC vs
TT (OR =4.47, 95% = 1,33 a 15,06). Hubo asociacién significativa entre el alelo C
y niveles elevados de TG en casos y controles. Los niveles de TG fueron mayores
en el EVC tipo isquémico y controles portadores del alelo APOA5- 1131 C (CC +
TC vs TT, DMP casos= 0,43, IC 95%=0,27 - 0,59 DMP controles 0.51, IC 95% =
0.35- 0,66). No hubo diferencia significativa, entre los niveles de HDL-C y CT en
ambos grupos. De acuerdo a este estudio los pacientes portadores del alelo CC
de SNP -1131T>C DE APOAD5, tienen 73% mas de riesgo de EVC tipo isquémico y
los portadores de alelo CC+TC un incremento de 45 y 51 % respectivamente en
niveles de TG [23].
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Se realizd un estudio en Turkia para determinar si los polimorfismos S19W
(rs3135506) and G185C (rs2075291) y el SNP del promotor -1131T>C (rs662799)
de APOAS5, son factores de riesgo para ictus isquémico. Se estudiaron 272
pacientes con ictus isquémico y 123 controles. Se determinaron los genotipos por
PCR — RFLP, para -1131T>C y G185C. La frecuencia del alelo S19W fue de
0.090 en pacientes con ictus isquémico y 0.062 en controles (P=0.191). Las
frecuencias del alelo menor de -1131T>C and G185C en pacientes fue de 0.106 y
0.004 respectivamente y similares en controles. El colesterol total (CT) vy LDL,
fueron significativamente mayores en pacientes con ictus isquémico que tenian el
alelo S19W comparado con no portadores. Una diferencia significativa se encontro
en los niveles de CT en pacientes con EVC, el cual fue mas elevado en portadores
de alelo -1131C que en los de alelo salvaje. Hubo una tendencia a una mayor
frecuencia de accidente cerebrovascular isquémico entre hipertensos portadores
del alelo -1131C, diabéticos o con sobrepeso en comparacion con los no
portadores. Sin embargo, mediante un analisis de regresion logistica los genotipos
APOAS no estaban asociados con el riesgo de ictus isquémico. El presente
estudio demostré que la realizacion de alelos raros de APOAS5: S19W, -1131T > C
y G185C solos, no constituyen un riesgo para el accidente cerebrovascular
isquémico en los sujetos estudiados [24].

Se investigo la asociacion del polimorfismo del promotor -1131T>C con EVC tipo
isquémico con los subtipos de pequefio vaso, gran vaso y mixta, mediante un
estudio con 302 casos y 289 controles. Los resultados mostraron un incremento
de nivel de TG en todos los grupos en comparacion con controles (p=<0.01). La
frecuencia del alelo -1131C de APOAS5, fue aproximadamente el doble en
pacientes con EVC en comparacion con controles ((5 vs 10-12%, p <0,05. El alelo
-1131C también se asocié a un mayor incremento en los niveles de TG 2.21+0.6
mmol. En un analisis multivariado mediante modelo de regresion logistica,
ajustado por edad, sexo, colesterol sérico, la hipertension, diabetes mellitus,
tabaquismo, consumo de alcohol y cardiopatia isquémica, se observé que el alelo
-1131C se asocio a un incremento de riesgo para EVC (p <0,05; OR=2.1[1.3 a
4.7]), en todos sus subtipos. Lo anterior sugiere que el alelo -1131C deAPOAS es
un factor de riesgo independiente para desarrollo de EVC tipo isquémico [25].

Existen multiples estudios que demuestran que la presencia de polimorfismos de
genes de APOADS5, sobretodo en el SNP mas estudiado -1131T>C (rs662799) se
asocia a un incremento de riesgo cardiovascular, correlaciona con elevacion de
cifras de TG plasmaticos, descenso de HDL-C, Hiperglicemia y sindrome
metabdlico, asi como por los efectos intrinsecos de la expresiéon anormal de este
gen y las alteraciones funcionales que conllevan un desequilibrio en el
metabolismo lipidico y finalmente cambios en la superficie endotelial,
condicionando mayor riesgo de ateroesclerosis. Se ha considerado que el
polimorfismo -1131T>C de APOAS5 pueda ser una factor de riesgo genético
independiente para ictus isquémico, la mayoria de los estudios se han realizado
en poblacion asiatica y caucasicos, en los cuales los SNPs encontrados varian de
una poblacion a otra. Sin embargo a la fecha no se ha realizado ningun estudio
mexicano.
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JUSTIFICACION.

El ictus isquémico es la causa mas frecuente de discapacidad neurolégica en el
adulto y 3% causa de afios de vida perdidos a nivel mundial y la 22 causa de

mortalidad en adultos en México.

En el Hospital General Regional No. 1 del IMSS es una de las 10 principales
causas de ingreso al servicio de urgencias y medicina interna. Esta descrito que
pacientes con multiples factores de riesgo cardiovascular posiblemente desarrollen
una enfermedad aterotrombotica que sea la causa de muerte, sin embargo en
adultos jovenes con un solo factor de riesgo, identificar factores de riesgo

genéticos representa un campo de estudio importante en nuestra poblacion.

Los estudios previos de polimorfismos de nucleétido unico del gen de APOAS y
su relaciéon con ictus isquémico se han realizado con mayor frecuencia en
poblacion europea y asiatica (con caracteristicas genéticas diferentes de nuestra
poblacion), sin embargo, en la actualidad no existen estudios en México, por lo
que se requiere un estudio que determine la frecuencia alelica y confirmen esta

asociacion en nuestro pais.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La presencia de polimorfismo de nucledtido unico -1131T>C de la apolipoproteina
A-V, se ha asociado con incremento de riesgo cardiovascular en estudios previos,
incluso se asociado con mayor incidencia de fenotipos intermedios como

hipertrigliceridemia y fenotipos finales como coronariopatia e ictus isquémico.

No existen estudios en nuestro pais que demuestren esta asociacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Cual es la asociaciéon de la presencia de polimorfismo -1131T>C de la
apolipoproteina A-V y enfermedad vascular cerebral tipo isquémico en pacientes

del Hospital General Regional No. 1?
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OBJETIVOS

GENERAL.:

Demostrar que Ila presencia del polimorfismo -1131T>C de la
Apolipoproteina A-V se asocia con incremento en la incidencia de

enfermedad vascular cerebral tipo isquémico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar pacientes con Enfermedad Vascular Cerebral tipo Isquémico.

Tomar muestras sanguineas para identificar variables de confusion y

extraer material genético.

Analizar material genético de pacientes con ictus isquémico y controles

pareados por edad y sexo.

Determinar la presencia de polimorfismo -1131T>C de la Apolipoproteina A-

V en casos y controles.

Analizar la presencia de polimorfismo -1131T>C de la Apolipoproteina A-V

con la presencia de ictus isquémico.

Analizar variables de confusién asociadas al estudio tales como: LDL-C
(colesterol de baja densidad), HDL-C (colesterol de alta densidad),

triglicéridos, presion arterial sistolica.
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HIPOTESIS

H1: La presencia de polimorfismo -1131 T>C de la Apolipoproteina A-V se asocia

con incremento en la incidencia de enfermedad vascular cerebral tipo isquémico.

HO: La presencia de polimorfismo -1131 T>C de la Apolipoproteina A-V no se

asocia con incremento en la incidencia de enfermedad vascular cerebral tipo

isquémico.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO: No experimental, de Casos y controles pareados
(proporcion 1 a 1).

UNIVERSO DE TRABAJO: Poblacion derechohabiente del IMSS, adscrita al
Hospital General Regional No. 1.

LUGAR: Hospital General Regional No.1 “Dr. Carlos Macgregor Sanchez
Navarro” del Instituto Mexicano del Seguro Social”.

Gabriel Mancera 222, Col. Del valle, Delegacion Benito Juarez; México, Distrito
Federal.

FECHA DEL ESTUDIO. Marzo de 2014 a Enero del ano 2015.

CRITERIOS DE SELECCION:

CRITERIOS DE INCLUSION.

Casos: Pacientes que ingresen al servicio de medicina interna del Hospital
General Regional 1 y se realice el diagnéstico de Evento vascular cerebral

isquémico, durante el periodo de tiempo del estudio.

Que acepten participar en el estudio.

Mayores de 18 afios.

Ambos sexos.

Controles: Pacientes hospitalizados en el servicio de cirugia general.
Que acepten participar en el estudio.

Mayores de 18 afios.

Ambos sexos.
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CRITERIOS DE EXCLUSION.

Casos: Ictus hemorragico (antecedente o reciente), cardiopatia isquémica con

historia de sindrome isquémico coronario (SICA) reciente.
Controles: Ictus de cualquier tipo e historia de SICA reciente.

CRITERIOS DE ELIMINACION.

Pacientes en los que no se completo el proceso de determinacién del

polimorfismo, seran eliminados para esta variable.
VARIABLES DE ESTUDIO

e Dependiente:
Enfermedad vascular cerebral tipo isquémico (Ictus isquémico)

e Independientes :
Presencia de polimorfismo -1131 T>C de la Apolipoproteina A-V.

Edad.
Sexo.
Confusoras:

Tabaquismo.
Diabetes Mellitus tipo 2.

Hipertensién Arterial Sistémica.
Dislipidemia.

Cardiopatia Isquémica.
Obesidad.

Niveles de hemoglobina.
Niveles de Glucosa.

Niveles de Trigliceridos.
Niveles de Colesterol.

TA sistolica.
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Tamano de la muestra.

Célculo de la Muestra: Se obtuvo mediante la formula de estimacion de riesgos en
estudio de caso y control pareado, como se muestra a continuacion.

[ﬁ.m{f{ﬂWJr zgofp1ll - 1)+ pall- pa :'T

H =

':3-’1—.?52)2
+
r= % Z)ag =190 =034
WP
p = —_—
' (1-pa)+wp,

Odds ratio aproximado que se desea estimar (w)= 3.4.

Frecuencia de la exposicion entre los casos (p1)

Frecuencia de la exposicion entre los controles (p2) = 0.05 (5%).
Seguridad o riesgo de cometer un error de tipo | (a): 95% (a = 0,05).
Poder estadistico (1-B) o riesgo de cometer un error de tipo II: § = 0,2
(80%).

Razon de tamafio de la muestra, casos/controles=1.

p1= 3.4 x 0.05/ (1-0.05)+3.4x 0.05= 0.17/1.12=0.15 (15%).

p= 0.15+.05/2= 0.2/2=0.1.

n= [1.96N2x0.1(1-0.1)+0.84N0.15(1-0.15)+0.05(1-0.05)J? / (0.15-0.05)?

= [1.967(0.2)(0.9)+0.847(0.15)(.85)+(0.05)(0.95)]? / (0.15-0.05)
=[0.82+(0.84)(.12+0.04)]%/(0.1)? = 0.82+(0.84)(0.16)/0.01= [0.82+0.33]%/0.01
= [1.15]%/0.01= 1.34/0.01=

Tamaino de la muestra -casos=252.
Tamano de la muestra -controles= 252.
Total= 504.

Fuente:

Fleiss JL: Statistical methods for rates and proportions. 2nd edition, John Wiley & Sons, 1981: 38-
48.
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DEFINICION DE VARIABLES.

Nombre

Definicion

Escala

Indicador

Polimorfismo A-1131
T>C de la
Apolipoproteina A-V.

La presencia de SNP -1131 T>C de
la Apolipoproteina A-V.

Nominal

Alelo TT=0

Alelo TC=1

Alelo CC=2

Enfermedad Vascular

Cerebral tipo Isquémico

(ictus isquémico):

Desarrollo de sintomas y signos
clinicos de alteracién focal o global
de la funcién cerebral, con una
duracién de una hora o mas, o que
progresan hacia la muerte y no
tienen otra causa aparente que un
origen vascular por disminucién en el
aporte sanguineo y/o presencia de
Hipodensidad compatible con infarto
0 signos tempranos demostrados en
la tomografia de craneo simple con
signos y sintomas acompafiantes.
EVC

tomografia:

(Alteraciones tempranas del
isquémico por
reforzamiento de la arteria cerebral
media, edema localizado,
disminucion de la relacion sustancia
gris-blanca, disminucion de la
visualizacion de los ganglios de la

base).

Nominal

Presencia

Ausencia

Tabaquismo

Consumo de cigarrillos en la vida del
sujeto, expresado por el tiempo de
duracién y el numero promedio de
cigarrillos consumidos, en funcién del
consumo en el dltimo afio y en los

ultimos cinco afos.

Nominal

Fuma =1

No fuma =0
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Obesidad indice de masa corporal (IMC) mayor | Nominal Con obesidad =1.
de 30 6 25 con peso bajo (talla <150
cm. En mujeres, <160 cm. En Sin obesidad =0.
Hombres) de acuerdo a Segun la
NOM-008-SSA3-2010 para manejo
Integral del sobrepeso y la Obesidad.

Género Caracteristica biolégica que distingue | Nominal 1. Femenino
al hombre de la mujer.

2. Masculino

Edad Numero de afos cumplidos al|Razén Numero de afios
momento del estudio.

Cardiopatia isquémica Antecedente de infarto agudo de |Nominal Con cardiopatia
miocardio, angina inestable o angina isquémica =1
estable con o sin tratamiento médico
farmacolégico. Sin cardiopatia

isquémica= 0

Hipertension arterial Aumento de las cifras tensionales y | Nominal Normotenso = 0.
metas de control de acuerdo a la
clasificacion del 8° informe del Hipertenso = 1.
Comité  Nacional Conjunto de
Hipertension arterial de los Estados
Unidos (JNC 8). Antecedente.

Diabetes Mellitus Diagnostico previo de Diabetes | Nominal Sin Diabetes = 0
Mellitus; Ingesta de farmacos

hipoglucemiante o uso de insulina;
segun criterios de la ADA 2014:
Glucemia central mayor de 126 en
dos o mas determinaciones a partir
de su ingreso; Glucemia mayor de
200 mas sintomas clasicos de la
Mellitus;

tolerancia oral a glucosa >200 mg/dI

Diabetes Curva de

Diabetes = 1
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a las 2 horas, Hemoglobina

glucosilada mayor de 6.5 %.

Dislipidemia

Diagnéstico previo de dislipidemia;
Colesterol mayor de 200 mg/dl;
colesterol LDL > 160 mg/dl,
Trigliceridos mayores de 150 mg/dl,
Colesterol HDL > 40 mg/dl; Ingesta

de farmacos hipolipemiantes.

Nominal

Con dislipidemia = 1

Sin dislipidemia =0

Niveles séricos de:

glucosa
Colesterol total

Triglicéridos

Son los niveles en sangre periférica
de los diferentes  parametros
bioquimicos considerados como

factores de riesgo.

Razoén

Niveles en mg/dl.

26

——
| —




Operacionalizacién de variables

Evento vascular cerebral isquémico: Se realizara diagndstico con la presencia
de sintomas y signos clinicos de alteracion focal o global de la funcion cerebral,
con una duracion de unas horas 0 mas, o que progresan hacia la muerte y no
tienen otra causa aparente que un origen vascular por disminucién en el aporte
sanguineo o presencia de hipodensidad compatible con infarto o signos tempranos
demostrados en la tomografia de craneo simple con signos y sintomas
acompanantes. (Alteraciones tempranas del EVC por tomografia: reforzamiento de
la arteria cerebral media, edema localizado, disminucién de la relacion sustancia

gris-blanca, disminucion de la visualizacién de los ganglios de la base).

Polimorfismo A-1131 T>C de la Apolipoproteina A-V: Sustitucion de Timina
(alelo mayor) por Citosina (alelo menor) en la posicion 116 792 991, region de
promotor en el cromosoma 11923 determinado como SNP: rs662799
(NCBI/dbSNP: www.ncbi.nih.gov/SNP).

Modelos genéticos de comparacion | Expresion
Modelo dominante TC+CCVSTT
Modelo recesivo CCVSTT+CC
Homocigoto CCVSTT
Heterocigoto. TCVSTT

Extraccién, cuantificacion e integridad del DNA. El aislamiento del DNA de las
células mononucleares se realizara por el método basado en la separacion en
columnas (QlAamp DNA BloodMidi/ Kit, Quiagen, Alemania). La pureza y

concentracion se evaluaran en el espectrofotometro a 260/280 nm, y la integridad
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mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.9%. Se realizara en las
instalaciones del laboratorio de la unidad de investigacion en bioquimica del
Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

Analisis de los SNPs de los genes candidato. El analisis de los polimorfismos
de los genes candidato se realizara mediante amplificacion de las regiones
conocidas por PCR para la deteccidon de los SNPs con el equipo PCR tiempo real.
Se utilizara primer con referencia AY422949 (GenBank de NCBI) con las
siguientes secuencias: 5 'CCC CAG GAACTG GAG CGAAATT 3'y 5 'TTC AAG
CAG AGG GAA GCC TGT A 3'. El método consiste en el empleo de la tecnologia
TagMan con dos flurocromos diferentes (rojo y verde) que se unen a los sitios
polimérficos de cada alelo. Los “primers” o iniciadores al amplificar el gen liberar a
la enzima y se libera el color que es detectado por un sistema electronico que
convierte las sefales en numeros que mediante un programa de la computadora
se pueden identificar aquellos individuos que posean el polimorfismo, que no sean
polimérficos o a los homocigotos. La otra ventaja es que se pueden analizar hasta
384 muestras por corrida (placa), lo que significa un ahorro importante de tiempo y
reactivos. Se solicitara la sonda TagMan para el rs662799 identificada como:
TagMan® SNP Assays MTO, Human SM TagMan® Pre-Designed SNP
Genotyping Assays-Human-Small Scale, 188uL- 40X, -1,500 reactions of 5Ul de

life techologies.

Presién Arterial- Hipertension arterial. Se realizara la determinacion de la
presion arterial con un esfingomandmetro de mercurio. EI mandmetro se colocara
sobre una superficie horizontal, la persona se sentara con el brazo derecho
descubierto, se ajustara el brazalete, se localizara el pulso braquial en el canal
bicipital interno, se colocara la membrana del estetoscopio sobre la arteria, se
insuflara rapidamente por encima de la presiéon que ya no pueda percibirse el tacto
del pulso, se desinflara paulatinamente a una velocidad uniforme, observando la
columna de mercurio, se determinara la presion sistdlica cuando se ausculte el
primer ruido arterial; el punto en que desaparezca el ultimo ruido arterial

determinara la presion diastdlica. Se considerara hipertension arterial cuando la
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presion sistolica sanguinea sea mayor de 140 mm de Hg. o presidon diastolica
sanguinea mayor de 90 mm de Hg o cuando el paciente este consumiendo

medicamentos antihipertensivos.

Diabetes Mellitus. Se interrogara al paciente sobre antecedente de diagndstico
de diabetes mellitus, se realizara diagnéstico de la enfermedad si tiene glucosa
sérica en ayuno mayor de 126 mg /dl en 2 ocasiones o0 glucosa sérica al azar

mayor de 200 mg/dl con sintomas sugestivos.

Cardiopatia isquémica: Se interrogara sobre antecedente de diagndstico de
infarto agudo de miocardio, angina inestable o angina estable con o sin

tratamiento farmacolégico o de reperfusion miocardica.

Tabaquismo. Se interrogara sobre si fuma o no, tipo: cigarro, pipa, puro, si usa
filtro o no, frecuencia con la que fuma, cantidad de cigarros fumados al dia, cuanto
tiempo lleva fumando. Se calculara el indice tabaquico (paquetes / afio) de

acuerdo a los resultados obtenidos.

Dislipidemia: Se interrogara al paciente sobre antecedente de diagndstico de
dislipidemia y tratamiento utilizado (si utiliza), se realizara diagndstico de la
enfermedad si se cuenta con estudios de laboratorio con colesterol mayor de 200
mg/dl, colesterol LDL mayor de 160 mg/dl, HLD menor de 40 mg/dl y/ 6
triglicéridos mayor de 150 mg/dl. Segun la NOM-037-SSA2-2012, Para la

prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias.

Obesidad: Se tomara por interrogatorio directo el peso y la talla del paciente
expresados en kg y cm respectivamente, para calcular el indice de masa corporal
y se clasificara como obesidad un indice mayor de 30 Kg/m? SCT y mayor de 25
Kg/m? SCT en mujeres con talla <150 cm y hombres <160 cm. Segun la NOM-

008-SSA3-2010, para el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad.

Niveles séricos de parametros bioquimicos. Se tomara una muestra

sanguinea, de aproximadamente 15 ml, con el fin de medir los niveles séricos de:
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- Colesterol total.
- Glucosa.
- Triglicéridos.

- Hemoglobina.

El colesterol total y sus fracciones HDL y LDL, los triglicéridos, se mediran con
equipo automatizado IL-2000 en el laboratorio del Hospital General Regional
Numero 1 del IMSS.

Se categorizaran colesterol total: <160, 161-199.9, 2200 mg/dL; TG: <150 mg/dL,
151-199.9 mg/dL, =200 mg/dL; Hb: <6.5 g/dL, 6.51-10-9 g/dL, 211 g/dL, <12.9
g/dLy =13 g/dl. Glucosa

Edad. Se interrogara la edad en afios cumplidos.

Género: Se consignara el sexo fenotipico aparente: hombre o mujer.

PLANIFICACION, ORGANIZACION DEL ESTUDIO Y RECOLECCION DE
DATOS.

Procedimientos.

Se incluiran pacientes Hospitalizados en HGR 1 del Instituto Mexicano del Seguro
Social, en el servicio de urgencias o en el servicio de Medicina Interna, con
diagnostico de ingreso de Evento vascular cerebral isquémico, definido
previamente, se leera consentimiento informado y se solicitara autorizacién para
obtener informacion sobre datos personales y antecedentes personales
patolégicos, en caso de que el paciente no esté en condiciones de firmar o
contestar los datos interrogados, se obtendra autorizacién y respuesta por parte
del familiar. Se registraran datos en la hoja de recolecciéon de datos anexada.
Posteriormente se tomara una muestra de 15 ml de sangre venosa, mediante
puncion de vena periférica, con previo aseo de la zona a puncionar con alcohol
96°, tomando muestras sanguineas para analisis de ADN y variables de confusion
descritas, con la muestra obtenida se llenaran 3 tubos /EDTA. Las muestras de

ambos grupos ( casos y controles) seran inmediatamente procesadas, separando
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plasma de capa leucocitaria, obteniendo 3 tubos (alicuotas) de plasma y 3 de capa
leucocitaria por cada paciente, mediante centrifugacion. Para el procedimiento se
utilizara una centrifuga Clay Adams (Brand) modelo Compact Il de Becton
Dickinson, la cual se encuentra en un consultorio dentro del mismo hospital, el
cual pertenece a la unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica. Las
muestras seran identificadas con un folio como EVC-iniciales de nombre a partir
apellido paterno y numero de muestra en los casos y una letra “c” las iniciales de
nombre a partir apellido paterno y numero de muestra en el caso de los controles,
mismos que se ubicaran en las hojas de datos. Las muestras se mantendran bajo
congelacion (< 6 = 20° C) y seran transportadas al laboratorio del banco nacional
de DNA y posteriormente al laboratorio de la unidad de investigacién en
bioquimica del CMN Siglo XXI del IMSS, para el analisis genético del
polimorfismo. Los pacientes seran pareados por edad y sexo de acuerdo al
paciente caso obtenido, en servicio de Cirugia General del mismo hospital de
marzo de 2014 a enero de 2015. Se realizara la determinacién del polimorfismo

en ambos grupos.

Mediante la Sonda Tagman requerida para el rs662799 del polimorfismo (-1131
T>C), se podran analizar hasta 500 muestras con la misma sonda y al mismo
tiempo, dicho procedimiento se llevara a cabo en el laboratorio de la unidad de
investigacién en bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Para el uso de
la sonda se extraera previamente DNA de cada muestra de sangre, este
procedimiento se llevara a cabo en el Banco Nacional de ADN de CMN Siglo XXI,
con ayuda del personal que ahi labora, posteriormente se realizaran diluciones

para la siembra el material genético y analisis con la sonda Tagman.

La busqueda de pacientes, obtencion del consentimiento informado, toma de
muestras, centrifugacion y separacion de las mismas sera realizada por los
residentes de cuarto afio de Medicina interna, anotados en este proyecto, mismos
que centrifugaran y separaran la muestra, en el laboratorio de bioquimica para

procesar el material genético se recibira ayuda de parte del Dr. Miguel Cruz Lopez
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(Jefe de la unidad de investigacidon en bioquimica) con el respectivo personal que

labora en esa unidad de investigacion.
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Analisis estadistico.

Univariado. Verificaciéon de datos, analisis exploratorio, frecuencias simples y
proporciones de las variables. Para las variables continuas: se verificara
normalidad de los datos. Si cumplen se aplicaran medidas de tendencia central y

dispersion.

Bivariado. Calculo de las prevalencias por grupo de edad, sexo y los intervalos de
confianza al 95%, valor alfa al 0.05, para valorar asociacién la prueba de Ji de MH,
con valor alfa al 0.05. La medida de efecto: Razén de momios de la prevalencia,
con IC al 95%, valor alfa al 0.05.

Multivariado. Modelo de regresién logistica no condicional para las variables de

confusion.
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ASPECTOS ETICOS.

De acuerdo a los principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos se cumple con lo acordado en el codigo de Nuremberg, del Tribunal
Internacional de Nuremberg, 1946, la Declaracion de Helsinki de la Asociaciéon
Médica Mundial, sobre los principios éticos para las investigaciones médicas en
Seres humanos, modificada por Gltima vez en Tokio en 2004, las Pautas Eticas
Internacionales para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos preparadas
por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas
(CIOMS) en colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

En acuerdo a lo dispuesto el Titulo Quinto, Capitulo Unico, con todas sus Fracciones en la Ley
General de Salud, ultima reforma publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 18 de diciembre
de 2007, el Titulo Segundo, Capitulo I, Articulo 17, Fraccidn Il, del Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacidon en Salud, Ultima reforma publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 06 de enero de 1987; se considera que esta investigacion titulada:
“Asociacion de ictus isquémico con la presencia de polimorfismo -1131T>C
del gen de Apolipoproteina A-V” es de riesgo minimo, ya que contempla la
realizacion de examen fisico, interrogatorio y toma de muestras de sangre. El
estudio no contempla la participacion de menores de edad, mujeres embarazadas
0 grupos subordinados.

Los procedimientos de estudio se apegan a las normas éticas, al Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacién y a la Declaracién de Helsinki
vigente.

La informacion se manejara en forma confidencial, de tal forma que se eliminara el
nombre del paciente y su cédula de identificacién en todas las bases de datos y
solo se vinculara con el numero de folio para en caso de que haya informacién
faltante que sea necesaria recabar. Solo el investigador principal tendra acceso a
esta informacién. El analisis sera siempre en forma grupal, de forma tal que no
sera posible identificar a los individuos participantes en el analisis.
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD.

Recursos humanos.

El personal consta de: un médico residente y dos quimicos bidlogos expertos en el
area. EI meédico residente que participa en el proyecto, seleccionara los casos y
controles de la investigacion acorde a los criterios descritos; se encargara de
recabar los datos, la toma y procesamiento de muestras (centrifugacion) como
paso inicial para extraccién de material genético, posteriormente sera capacitado y
apoyado por personal del banco de ADN vy laboratorio de la unidad de
investigaciéon en bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Seguro Social, para la extraccion del ADN vy la identificacion del
polimorfismo (SNP) mediante PCR y aplicacién de la tecnologia Tagman de
digestion enzimatica, con una capacitacion de un mes.

Recursos fisicos.

Lugar:

Instalaciones del consultorio de la Unidad de Investigacion en epidemiologia
clinica del Hospital General Regional Numero 1.

Instalaciones del laboratorio del Banco de ADN del CMN siglo XXI del Instituto
Mexicano del seguro social.

Instalaciones del laboratorio de investigacion en bioquimica del CMN siglo XXI del
Instituto Mexicano del seguro social.

Recursos financieros.

INSUMO. NUM. COSTO APLICACION. FINANCIAMIENTO
PIEZAS

Sonda TagMan para | 1 $4911.44 MN | Es especifica para | Autor.

el RS: 662799 la identificacion del

identificada como: polimorfismo de

TagMan® SNP APOAS5.

Assays MTO, Human
SM TagMan® Pre-
Designed SNP
Genotyping Assays-
Human-Small Scale,
188uL- 40X, -1,500
reactions of 5Ul de
life techologies.

Puntillas de plastico = 1000 $400.00 MN Extraccion de capa | Autor.

para micropipeta. leucocitaria.

Tubos EDTA. 900 $ 900.00 MN Toma de muestras. | Autor.

Hielera de plastico 1 $250.00 MN Transporte de | Autor.
muestras

TOTAL. $ 6461.44 MN

No se recibirda apoyo financiero de ninguna persona o institucién para la
realizacion de este proyecto.
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Factibilidad.

El autor del proyecto dispone de los recursos financieros necesarios para la
realizacién del mismo y el autor asumira los gastos generados. El universo de
trabajo del proyecto es accesible, asimismo por el volumen de la poblacién
adscrita y la alta incidencia del padecimiento a estudiar se lograra alcanzar la meta
en la muestra calculada para este estudio. Se dispone de los recursos humanos,
fisicos y financieros, por lo que se considera factible la realizacion de este
proyecto.

Aspectos de bioseguridad.
Debido a que el presente estudio involucra la toma y manipulacién de muestras
de sangre humana, para su procesamiento y traslado; se han considerado los
aspectos de bioseguridad hospitalaria y en laboratorios en base a exposicion a
agentes de riesgo biolégico.

Las actividades del presente estudio, se han clasificado con un nivel de
bioseguridad 2 (CDC), grupo de riesgo 1 (OMS- 2005), por lo que se tendran las
siguientes consideraciones:

1. Acceso limitado al area de investigacion.

2. Senalizacion de peligro biolégico y manejo de residuos. Se depositaran los
residuos de material que haya contenido sangre utilizado en el
procesamiento de las muestras en bolsas rojas para RPBI y en caso de
residuos liquidos en contenedor hermético rojo.

3. Manual de bioseguridad disponible: Manual de bioseguridad en el
laboratorio, Tercera edicion; OMS 2005.

4. Aplicacion de la técnica de lavado de manos.

5. Barreras primarias. Gabinetes de seguridad clase |, para las manipulacion
de muestras de sangre: bata de laboratorio, gogles, guantes de latex y
cubre bocas.

6. Barreras secundarias. Contar con mesas con lavabos y agua corriente.

En las instalaciones de los laboratorios y banco central de ADN del CMN siglo XXI,
donde se almacenen y procesen las muestras.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES/

FECHA

Elaboracion del
protocolo.

Elaboracion de

cedula de
recoleccion de
datos

Busqueda de

pacientes que
reunan criterios
de inclusion vy
aplicacion de
cedula

Captura de datos

Procesamiento
de muestras

Analisis
estadistico y
reporte

Elaboracion del
informe final

Entrega de
resultados

Presentacion vy
Publicacion de
resultados

ABRIL JUNIO  AGOSTO
2013
2014 2014
X X

X
X X
X X

——

MARZO- MAYO -  JULIO -

37

SEPT-  NOV-DIC  ENERO-
oct 2014 FEBRERO
2014 2015
X
X
X X X
X X X
X X
X
X
X
]
)



RESULTADOS.

Se ingresaron al estudio 504 pacientes, 252 casos y 252 controles pareados por
edad y sexo, cuyas caracteristicas basales se muestran en la tabla 1y 2.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas de la poblacion de estudio.

Sexo
Hombre 138 55% 133 53%

35 a 69 ahos 80 31.8% 82 32.5%

>81 afios 87 34.5% 84 33.3%

121 a 140 117 46.4% 109 43.4%

IMC *(kg/m?)

27a29 36 14.3% 59 23.4%

*IMC: Indice de Masa Corporal. ** Las variables esta expresadas en namero de sujetos y porcentajes




Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de la poblacién de estudio.

Hemoglobina g/ dL

9a10.9

\O
w

37.0%

[Oa]
w

21.0%

Triglicéridos mg/ dL

151a199.9

~
No

29.0% 102 41%

Colesterol mg/dL

160a 199.9

[©))
N

25% 105 42%

SNP -1131T>C

Heterocigoto variante (TC) 79 60.31% 52 39.69%

*SNP: Polimorfismo de Nucleotido Simple.
*% Las variables esta expresadas en niimero de sujetos y porcentajes.




Flujograma general del estudio

Pacientes con criterios de seleccidon
n=504.

252 casos 252 controles
| — |

Extraccion DNAy Extraccion DNAy

medicidn de SNP. medicion de SNP.
C —
Perdidas= 12 Perdidas=19

— 240 Mediciones de SNP. |  L—————1 233 Mediciones de SNP. |

En cuanto a las variables clinicas y demograficas, se realizo analisis univariado,
expresando su frecuencia en porcentaje (tabla1 y 2), asimismo se realizo analisis
bivariado con la medida de efecto: Razén de momios de la prevalencia, con IC al

95%, valor alfa al 0.05, para las variables clinicas y bioquimicas (tabla 3 y 4).

En las variables demograficas, la edad se agrupo en terciles, sin existir diferencias
significativas entre los mismos por el pareamiento acorde al disefio del estudio, sin
embargo cabe mencionar 68.2% de los sujetos de estudio tenian eran mayores de
70 afos.

Se identifico el antecedente de tabaquismo en el 41.3% de los casos y 40.5% de
los controles, sin encontrarse relevancia estadistica a la aplicacién de la razén de
momios, con una OR de 1.04 (p=0.8, IC 95% 0.6-1.2) para la variable
dependiente. El antecedente de diabetes mellitus tipo, estuvo presente en el
45.6% de los casos y 40.1% de los controles, con una OR de 1.28 (p=0.2, IC 95%
0.9-1.9) confiriendo 28% de probabilidad para sujetos con EVC, con una p no
significativa. El antecedente de hipertensiéon arterial sistémica estuvo presente en
el 59.1% de los casos y 47.2% de los controles, con diferencia estadisticamente
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significativa, con una OR de 1.60 (p=0.009, IC 95% 1.1-2.3), lo que confirié hasta
un 60 % mas de probabilidad de EVC, en los pacientes de este estudio. La
variable de antecedente de dislipidemia, se obtuvo en un 31.4 de los casos y un
30.6% de los controles, sin ser estadisticamente significativa para la variable
dependiente, con una OR de 1.1 (p=0.8, IC 95% 0.7-1.6). El antecedente de
cardiopatia isquemia estuvo presente en 30% de los casos y 32.1% de los
controles, con una OR 0.8 (p=0.4, IC 95% 0.4-1.4) sin encontrarse relevancia
estadistica. La presion arterial sistolica en el grupo de 2140 mmHg se presento en
24.2% de los casos y 7.2 % de los controles, con una OR de 5.1 (p=<0.0001, IC
95% 2.8-9.3), con asociacion estadisticamente significativa para la presencia de
ictus isquémico. ElI comportamiento de la variable IMC fue similar en ambos
grupos del estudio, encontrando sobrepeso en el 14.3% de los casos y 23.4% de
los controles con una OR 0.5 (p=0.013, IC 95% 0.3-0.9) y obesidad en 22% de
los casos y 20% de los controles, con una OR 0.9 p=0.7, IC 95% 0.5-1.5), por lo
cual no confirié riesgo para ictus en nuestro estudio.

En cuanto a las variables bioquimicas, se determino que los niveles de triglicéridos
de 150 a 199.9 mg/dI, (considerado esto como niveles no éptimos) se encontr6 en
el 25% de los casos y 42% de los controles, con una OR 0.6 (p=0.036, IC 95%
0.4-1), lo que indica una asociacion negativa, sin embargo los niveles = 200 mg/dL
en el 21.8% de los casos y 13.9% de los controles, con una OR 1.5 (p=0.2, IC
95% 0.9-2.5), con una p no significativa.

Para los niveles de colesterol total de 160-200 mg/dL, presentes en 25 % de los
casos y 42% de los controles, con una OR 0.5 (p=0.0001, 1C 95% 0.3-0.7) y = 200
mg/dL en el 27.4% de los casos y 25% de los controles, con una OR 0.8, (p=0.2,
IC 95% 0.9-2.5).

En cuanto a los niveles de hemoglobina, estos fueron 26.5-8.9 mg/dL (definiendo
anemia severa) en 4% de los casos y 2% de los controles, con una OR de 0.3
(p=0.09, IC 95% 0.08-1.20), los niveles de 8.9-10.9 mg/dL (definiendo anemia
moderada), se encontraron en 37% de los casos y 21% de los controles, con una
OR 0.7 (p=0.67, IC 95% 0.7 0.2), sin observarse asociacion el EVC, sin embargo
se encontraron niveles 211g/dL en 77.4% de los controles y solo 59.5 % de los
casos.

——
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Tabla 3. Factores de riesgo clinicos para ictus isquémico analisis bivariado.

Tabaquismo

No 1

Si 1.28

o
O
—_
\O
o
o
No

Dislipidemia

o

wn
4

—_
(o)
—_
—_

2.30 0.009*

Cardiopatia Isquémica

—_

No

<120 1

>140 5.1

N
oo

9.30 <0.0001*

18a27 1

>30 0.90

o
&

1.50 0.7
*Valor de p <0.05.
*%Se utilizo prueba RM para comparar por grupo.

Tabla 4. Factores de riesgo bioquimicos para ictus isquémico analisis bivariado.

Hemoglobina g/ dL

9a10.9

(=]
(O8]
o
(=)
o
oo
—_
N
(e

0.09

Triglicéridos

151 a 200 0.036*

=)
o)
o
N
—_

Colesterol

160 a 200

o
(O]
o
w

0.7 <0.0001*

*Valor de p <0.05.
**Se utilizo prueba RM para comparar por grupo.




Se realizo la determinacion del polimorfismo para ambos grupos n= 504, sin
embargo se tuvieron 31 perdidas por cuestiones técnicas, que implicaron baja
concentracion de DNA de la muestra (a pesar de procesamiento para
concentracion) y sefial inapropiada de la sonda Tagman para el rs662799. Se
obtuvieron un total de 473 mediciones, 240 casos y 233 controles, a partir de lo
cual se determino una frecuencia alelica de 75.96% para el genotipo A (ancestro)
y 24.04% para el genotipo G (variante) en los controles (grafico 1). Se determino
una frecuencia de 64.58% para el genotipo A (ancestro) y 35.42% para el genotipo
G en los casos (grafico 2). Los alelos presentaron la siguiente distribucion (tabla
5).

Grafico 1. Frecuencia alelica del SNP -1131T>C en
grupo de controles.

*Se expresa la frecuencia alelica en porcentajes.
**Alelos A= TT y G=CC+TC.
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Grafico 2. Frecuencia alelica del SNP -1131T>C en grupo de
casos.

*Se expresa la frecuencia alelica en porcentajes.

**Alelos A= TT y G=CC+TC.

Tabla 5. Distribucion alelica del SNP -1131T>C de Apolipoproteina AS5.

Genotipo Alelo Casos Controles Total

SNP* -1131T>C

Homocigoto ancestro. TT 46.69 %(155) 53.31%(177)  70.19%(332)
Heterocigoto variante. TC 60.31%( 79) 39.69%(52)  27.70%(131)
Homocigoto variante. CC 60%(6) 40%(4) 2.11%(10)
TOTAL 240 233 100% (473)

*SNP: Polimorfismo de Nucleotido Simple.
*%* Las variables esta expresadas en niimero de sujetos y porcentajes.
p ] yPpP j
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En el analisis del SNP, se agruparon los resultados en cuatro modelos,
genotipicos obteniéndose los siguientes resultados en relacién al grupo de casos y
controles (tabla 6).

Tabla 6. Distribucion alelica del SNP -1131T>C de
Apolipoproteina A5 por modelo genético.

Modelo Expresion Casos Controles
Dominante ~ TC+CCvs TT  33.75%(81) 24.04%(56)
Recesivo CCvs TT+TC  2.5% (6) 1.71% (4)

Homocigoto  CC vs TT 2.5%(6) vs 1.71% (4)vs

64.58%(155) 75.96%(177)

Heterocigoto TC vs TT 32.91% (79) vs ~ 22.31% (52) vs
64.58%(155) 75.96% (177)

*SNP:Polimorfismo de Nucleétido Simple.
*% Las variables esta expresadas en niimero de sujetos y porcentajes.

Se realizo analisis bivariado con la medida de efecto: Razén de momios de la
prevalencia, con IC al 95%, valor alfa al 0.05, para la medir la asociacion de la
presencia del polimorfismo -1131T>C con ictus isquémico, como se muestra a
continuacion (tabla 7).

Tabla 7. Polimorfismo -1131T>C de apolipoproteina A5 en ictus isquémico, analisis
bivariado.

Variable OR 1C95% P

1.69 1.09-2.63 0.01*
Heterocigoto (TC)

Homocigoto (CC) 1.21 2.98-4.97 0.78

*Valor de p <0.05.
*%Se utilizo prueba RM para comparar por grupo.
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Se realizo analisis multivariado mediante un modelo de regresiéon logistica,
ajustando las variables: Edad, sexo, polimorfismo -1131T>C, Presién arterial
sistolica, diabetes mellitus tipo 2 y niveles de hemoglobina (tabla 8).

Tabla 8. Polimorfismo -1131T>C de apolipoproteina A5 en ictus isquémico,

modelo multivariado por regresi()n logl'stica condicional.

Variable OR

Heterocigoto (TC) 1.69
Homocigoto(CC) 1.21
Ancestro (TT) 1
Diabetes mellitus

tipo 2
Si 1.28
No 1

Tension arterial

sistolica (mmHg)

<120 1
121-139.9 1.8
=140 5.1
Nivel de

Hemoglobina

<13 g/dL -
213.1 g/dL -

IC95%

1.09-2.63
2.98-4.97

0.9-1.9

1.2-2.8
2.8-9.3

ORa*  1C95% P
*
1.67 1.02-2.76  0.04
1.54  0.27-8.6 0.61
1.28  0.82-2.0 0.26
1
1.04-2.7 0.03

1.94-7.34  <0.00001

1.98 1.20-3.25 0.007
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LR chi’ = 47.26
P = <0.00001
R2=0.16
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DISCUSION.

El ictus isquémico es la principal causa de discapacidad neuroldgica del adulto, se
ha reportado una tasa de mortalidad de 22.8%, con incremento en relacion a la
edad, cabe destacar que en nuestro estudio el 68.2% de los pacientes con ictus
isquémico, fueron mayores de 70 anos, por lo que se corrobora la frecuencia de
esta entidad en el adulto mayor.

El ictus isquémico es una enfermedad multifactorial que resulta de la interaccion
gen- gen y gen ambiente, en relacion a factores de riesgo modificables y no
modificables. Los factores genéticos (no modificables), pueden favorecer la
expresion temprana de los fenotipos finales de enfermedad cardiovascular, como
el ictus isquémico y/o coronariopatia. Asimismo se han identificado un incremento
de fenotipos intermedios, como la hipertrigliceridemia e hiperglucemia, los cuales
se relacionan con incremento del riesgo cardiovascular p2,3;.

Factores de riesgo genético asociado al ictus isquémico.

La identificacion de genes clinicamente relevantes permite redefinir muchas
enfermedades en funcién de la relacién genotipo- fenotipo. Es factible que esta
nueva clasificacion molecular genética de la enfermedad, establezca categorias
solo basadas en la modulacion de genes individuales, que actuarian como
factores predictivos, permitiendo un mejorar el abordaje diagnostico — terapéutico.

El polimorfismo de nucledtido simple -1131T>C de la apolipoproteina A5, motivo
de nuestro estudio, funciona como un promotor y afecta los niveles de expresion
génica de esta proteina, asimismo se ha determinado que es un es un marcador de
variaciones funcionales del gen APOC3 siendo los efectos de APOA5*2 debidos al
desequilibrio de ligamiento de -1131T > C con 482T > C (APOC3) por lo cual es
importante su determinacion [1s).

Frecuencia alelica para SNP -1131T>C de APOAS5 en poblacion mexicana.

La frecuencia reportada para el alelo raro de SNP -1131T>C (-1131C) en
diferentes poblaciones es: Hungria 5.7%, Reino unido 6.0%, Espana 7.0%, EE.UU
(Blancos 6.0%, Afroamericanos 12%, hispanos 16%), India 20%, China 29.9%,
Japon 34%, es notable que la frecuencia alélica es mayor en poblacién
afroamericana, asiatica e hispanica que en blanca. En nuestro estudio, el primero
en determinar frecuencia alelica de este SNP en poblacion mexicana, se
determino un frecuencia de 24.04% del alelo raro (-1131C) en el grupo control, con
un porcentaje similar al descrito en la base de datos del International Hap Map
Project para poblacion asiatica en que es del 29%, difiriendo del 12% reportado
para poblacién americana o el 8% para poblacion europea. Las frecuencias
reportadas para el homocigoto del ancestro (TT) fueron de 53.3%, por debajo de lo
reportado para poblacion europea de hasta un 92% y cercanas a las reportadas en
asiaticos de un 66%, pero mas bajas que la poblacién mundial en general.

En cuanto a la frecuencia genotipica en nuestro estudio, el CC (homocigoto de la
variante) se expreso en un 1.7% para los controles y 2.5% para los casos, por lo
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qgue se observo una frecuencia en relacidén a lo reportado en poblacion asiatica o
africana de hasta un 4.7%. La frecuencia genotipica de TC (heterocigoto a la
variante), fue de 39.69% para los controles y 60.31% en los casos, encontrandose
cercano a lo reportado para poblacién asiatica.

La variante del SNP -1131T>C predomino en todos los modelos genotipicos:
dominante, recesivo, homocigoto y heterocigoto (ver tabla 5), de los pacientes con
ictus en comparacién a los controles, predominando esta diferencia en el modelo
dominante (TC+CC vs TT, siendo de un 33.75% en los casos vs 24.04% en
controles de nuestro estudio. (16)

En el meta-analisis, (National Knowledge Infrastructure y CBM Chinese BioMedical
Literature Database), con 2.294 casos de EVC isquémico y 1.858 controles que
evalud la asociacion entre SNP -1131T>C con enfermedad vascular cerebral tipo
isquémico y niveles de TG, mediante razon de momios combinada con 1C 95%, el
SNP - 1131T > C de APOAS5, se asocio significativamente con EVC isquémico en
todos los modelos de comparacion (CC + TC vs TT, OR = 1,70, IC 95% = 1.24-
2,32;CCvs TC+TT,OR=1,36, IC 95% = 0,98 - 1,90; CC frente a TT, OR = 1,73,
IC 95% = 1,34 - 2,23; TC vs TT, OR = 1,67, IC 95% = 1,19 - 2,36). En nuestro
estudio se demostré asociacién significativa para el modelo genotipico
heterocigoto para la variante TC vs TT, con un OR= 1.69, IC 95%=1.09-2.63,
p=0.01, confiriendo hasta 69% mas riesgo de EVC, mediante analisis de regresion
logistica, ajustada por variables de confusidn (ver tabla 6), similar a lo reportado
en la literatura, no fue asi en el modelo homocigoto CC vs TT, donde a pesar de
ser frecuente en los casos que los controles, mostro un OR = 1.21, IC 95%=2.98-
4.97, pero con p=0.78, no significativa, sin embargo al realizar un analisis critico
esto puede deberse a las pérdidas durante el estudio, las cuales no fueron
controladas ni equitativas en ambos grupos, siendo mayores en el grupo control,
por lo que se propone realizar un analisis con control de perdidas, para que se
lleve a una equidad maxima en los grupos y no se alteren los resultados finales,
asi como un incremento de la n en estudios futuros.

Asociacién de polimorfismo -1131T>C y factores de riesgo cardiovascular.

La asociacion de este SNP con la concentracion de triglicéridos (TG), muestra
bastante consistencia y ha sido confirmada en varios estudios que incluian
Caucasicos, Japoneses, Chinos y Taiwaneses. Se ha demostrado que la
hipertrigliceridemia es un factor de riesgo independiente para ictus isquémico. En
nuestro estudio el 21.8% de los pacientes con ictus vs 13.9% de controles,
mostraron elevaciones de triglicéridos = 200 mg/dl, sin embargo no se demostro
asociacion en relacion a la incidencia de ictus 23]. No hubo asociacion significativa
entre los portadores del alelo C con los niveles elevados de TG en casos y
controles; con una OR 0.61, 1C95% 0.37-1.01, p= 0.05, para los niveles de 160-
199.9 mg/dL y OR 0.95, IC95% 0.51-1,78, p=0.89 para los niveles 2200 mg/dL, sin
embargo son muchos los factores que pueden alterar estos niveles y la medicidn
de dicha variable, por ejemplo el tratamiento inicial con estatinas o fibratos en el
servicio de urgencias o tratamiento previo utilizado, las condiciones en la toma de
la muestra, variables que no fueron medidas en el presente estudio.
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Se ha estudiado el papel de la apolipoproteina A5 en la regulacion del
metabolismo lipidico, principalmente de triglicéridos, pero también en su relacion
con los niveles de colesterol HDL y VLDL, por lo que se considera seria importante
medir y asociar estas ultimas variables [7,8,9,10).

No hubo diferencia significativa, entre los niveles de colesterol total en ambos
grupos de nuestro estudio y concordando con lo reportado en la cohorte del
Copenhagen Heart Study, no se encontr6 asociacion de riesgo entre el ictus
isquémico y los niveles de colesterol total 3.

La coronariopatia considerada en nuestro estudio como antecedente de
cardiopatia isquémica, no tuvo diferencia significativa en los casos y controles, con
una OR= 0.8 IC95%=0.4-1.4, p=0.4, similar a lo reportado en un estudio chileno
de casos y controles, n= 425, con edades entre 33 y 74 afos, 209 con
coronariopatia (estenosis >70%) y 261 controles, con OR=1.19; 1.C.95%, 0.87 —
1.63, p=NS), que confirman la ausencia de asociacion, sin embargo las
concentraciones de TG fueron mayores en los sujetos portadores de SNP -
1131C, tanto en casos como en controles para ese estudio, hecho que difiere en
nuestro estudio en el que no se demostré asociacion estadisticamente significativa
[17]. Asimismo estos datos difieren de lo reportado en otros estudios en mujeres
estadounidenses con OR 1.85 (1.03-3.34) IC 95%, chinos OR 2.26 (1.12-4.53) IC
95%, hungaros con enfermedad coronaria grave OR 1.99 (1.30-3.04) IC 95%,
donde se considero un fenotipo final independiente de la raza, pero estas dos
poblaciones americanas la chilena y mexicana no presentaron este
comportamiento [16].

El indice de masa corporal (IMC), no tuvo asociaciéon con la presencia de ictus
isquémico o del SNP -1131T>C, OR 0.5, IC95% 0.3-0.9, p=0.013 en el rango de
27-29 kg/m?SCT, sin embargo se observa incluso que puede ser un factor con
asociacion negativa de riesgo, pero algunas condiciones que pueden explicar este
hecho son la edad de los pacientes, la mayoria mayores de 70 afos, con un
predominio importante de sarcopenia, lo cual disminuye el IMC.

La hipertension arterial sistémica, medida como antecedente, presenté una OR 1.6
1.1-2.3 P= 0.009, por lo que se asocio a riesgo de ictus isquémico, con un
incremento del mismo de hasta 2.3 veces. En el analisis multivariado por
regresion logistica se encontré un OR 5.1, 1IC95% 1.94-7.34, p=<0.00001, para la
presion arterial sistdlica 2140 mmHg, por lo que existe una asociacion significativa
con incremento de riesgo de ictus de hasta 7.3 veces (ajustado para la edad,
genero, diabetes mellitus tipo 2 y niveles de hemoglobina), en asociacién a la
presencia del polimorfismo, lo anterior concuerda con lo reportado por Mei et al,

en un estudio de 106 casos de pacientes con enfermedad vascular cerebral tipo
isquémico o ataque isquémico transitorio y 157 controles sanos, que determiné la
presencia del SNP 1131T>C, mediante un modelo de regresidén logistica
condicional, posterior a ajustar por edad y género, que mostré asociacién con el
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antecedente de hipertension arterial sistémica con OR = 1,93, (1.19 - 3.13, IC del
95%).

En cuanto al antecedente de diabetes mellitus tipo 2, se determino un OR de 1.28,
IC95% 0.82-2.0, p=0.26, (ajustado para la edad, genero, presion arterial sistolica y
Niveles de hemoglobina), por lo que se observa que su riesgo incrementa con la
presencia del polimorfismo y se asocia positivamente al ictus isquémico, como
factor de riesgo modificable, sin embargo menor a lo previamente descrito por Mei
etal. Con un OR =2,47 (1,36 - 4,50, IC 95%) 21.

Se categorizo la variable niveles de hemoglobina, con el punto de corte = 13 g/dL
definiendo de esta manera la presencia o no de anemia en ambos grupos del
estudio; para niveles de Hb <12.9 g/dL, se determino un OR 1.98, 1.2-3.25,
p=0.007, por lo que se identifica a la anemia, como un factor de riesgo
independiente de ictus isquémico (ajustado para la edad, genero, diabetes mellitus
y presion arterial sistdlica), hecho relevante ya que estudios previos han
demostrado esta asociacion, como encontrado en poblacién china por Chang et
al, donde se reporta un OR 1.45, IC 95% 1.34 -1.58, para anemia (ajustado por
HAS, DM, Cardiopatia isquémica, dislipidemia y tabaquismo) 2.

Los niveles de glucosa no mostraron una asociacion significativa con la presencia
de Ictus o el polimorfismo, con una OR 0.61, IC95% 0.99-1.00, P=0.15, lo cual
difiere de otros estudios en los que se ha demostrado una relacién del
polimorfismo con niveles elevados de glucosa como fenotipo intermedio.

De acuerdo a los resultados de nuestro estudio se comprueba la hipotesis de
trabajo, ya que mediante analisis multivariado por regresion logistica, se demostrd
asociacion de la variante heterocigoto del polimorfismo -1131 T>C del gen de la
apolipoproteina A5, con incremento del riesgo de ictus isquémico, con OR 1.67,
IC 95% 1.02-2.76, p=.04 (ajustado por edad, genero, presidon arterial sistdlica,
niveles de hemoglobina y diabetes mellitus tipo 2). En cuanto a los portadores del
homocigoto de la variante o alelo CC, se determino un OR 1.54, IC 95% 0.27-8.6,
p= 0.61, con incremento del riesgo, sin embargo es necesario incrementar la n
para demostrar asociacion con una p significativa.

Los pacientes portadores del alelo TC de SNP -1131T>C DE APOAD5, tienen 69%
mas de riesgo de ictus isquémico, con un incremento de hasta 2.7 veces mas el
riesgo de ictus, en comparacion a los portadores del genotipo TT, similar a lo que
ya ha sido reportado en otros estudios, sin embargo el presente es una primicia en
México, en el cual se encontré que los pacientes portadores del alelo C, con
predominio del modelo heterocigoto de la variante, es un factor de riesgo
independiente de ictus isquémico, no obstante se identificaron otros factores
ampliamente estudiados como la diabetes mellitus tipo 2, antecedente de
hipertension arterial sistémica, presion arterial sistdlica elevada y anemia, los
cuales se asociaron significativamente a ictus isquémico de forma independiente,
por lo que esto habla de una importante interaccidon gen- medio ambiente, que
incrementa el riesgo cardiovascular en nuestra poblacion [23,25].
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CONCLUSIONES.

1.

El presente es el primer estudio en su tipo que busca demostrar asociacion
del SNP -1131T>C de la APOA5 y enfermedad vascular cerebral de tipo
isquémico en poblacion mexicana.

La presencia de la variante -1131T>C de la APOA5, se asocio al desarrollo
de enfermedad vascular cerebral de tipo isquémico.

El genotipo TC es un factor de riesgo independiente para enfermedad
vascular cerebral tipo isquémico en la poblacién mexicana de este estudio.

La frecuencia alelica global del SNP mostrd una distribucion similar a la de
la poblacién asiatica.

La frecuencia alelica del homocigoto del ancestro o TT fue mas baja para la
poblacion mexicana, que lo reportado en la literatura a nivel mundial.

La variante del SNP -1131T>C predomino en todos los modelos
genotipicos: dominante, recesivo, homocigoto y heterocigoto, al comparar
los pacientes con diagnostico de ictus con los controles, predominando esta
diferencia en el modelo dominante (TC+CC vs TT).

Las cifra de Tension arterial sistélica 2 140 mmHg, fue el factor de riesgo
independiente con mayor impacto en nuestro estudio, para el desarrollo de
de enfermedad vascular cerebral tipo isquémico; hecho que se relaciona de
forma directa como predictor de dano endotelial.

Los niveles de triglicéridos elevados, la hipertension arterial y la diabetes
mellitus tipo 2, son factores de riesgo con significancia estadistica en este
estudio para el desarrollo de enfermedad vascular cerebral tipo isquémico.

Los niveles de triglicéridos elevados, se asociaron a riesgo de enfermedad
vascular cerebral y la presencia del polimorfismo, sin embargo esta fue
menor en nuestra poblacidn que lo reportado en otros estudios a nivel
mundial, por lo que la hipertrigliceridemia en poblacion mexicana no es un
fenotipo intermedio comun en este estudio, pero se debera incrementar la n
para determinar si existe asociacion.

10.El antecedente de cardiopatia isquémica no se asocio a riesgo de

enfermedad vascular cerebral ni a la presencia del polimorfismo,
coincidiendo con lo reportado en otros paises latinoamericanos.

11.Los niveles de colesterol sérico no se asociaron a riesgo de enfermedad

vascular cerebral ni con la presencia del polimorfismo, coincidiendo con lo
reportado en grandes cohortes de enfermedad cardiovascular.
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12. El antecedente de dislipidemia, no se asocio a riesgo de enfermedad
vascular cerebral ni con la presencia del polimorfismo.

13. El tabaquismo no fue un factor de riesgo independiente de enfermedad
vascular cerebral en nuestro estudio, ya que el consumo fue similar (=40%)
en ambos grupos ( casos y controles) de la poblacién estudiada, lo que
habla de un alto indice de consumo y como factor modificable puede
impactar a largo plazo incrementando el riesgo cardiovascular.

14. La obesidad, definida por un IMC =30, no se asocio a riesgo de
enfermedad vascular cerebral de tipo isquémico, en nuestra poblacion de
estudio, una posibilidad es que por el grupo etario que predomina (=70
afos) hay mas riesgo de sarcopenia y un menor IMC.

15. Aunque se encontraron cifras de hemoglobina mas bajas en los pacientes
con ictus que los controles, no existid una asociacion positiva o negativa en
el analisis bivariado.

16.Un indice de masa corporal menor de 29 Kg/m? de SCT, fue un factor
protector para enfermedad vascular cerebral tipo isquémico en nuestro
estudio.

17. Debido a la baja frecuencia reportada en el alelo raro del polimorfismo -
1131T>C de APOAS5 y la desigualdad en pérdidas de muestras por grupos
durante el analisis genético, se deben realizar mas estudios, con un disefio
metodolégico similar para confirmar en mayor medida la asociacién de
dicho alelo con ictus isquémico, en el contexto de la participacion de
APOAS en la patogénesis de la enfermedad.

18.La determinacion de un SNP en poblacién general es factible y disminuye
los costos al realizarse en gran volumen, sin embargo se requiere de una
unidad especializada con gran capacidad para almacenamiento,
procesamiento y éptima interpretacion de resultado.

19. No existe un poblacién blanco definida en México para la determinacién de
un SNP de riesgo, en particular el 1131T>C de APOAS5, se deberan definir
criterios de seleccion para dicho estudio en poblacién aparentemente
saludable o con bajo riesgo cardiovascular.

20.La influencia especifica de una anomalia genética conocida asociada con
enfermedad vascular cerebral puede no ser el mismo para todas las razas.
Por lo tanto, es conveniente establecer la contribucion especifica de cada
anomalia genética o factor de riesgo ambiental en las personas con
diferente antecedentes genéticos.
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ANEXO 1. Carta de Consentimiento Informado (Adultos).

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

[
@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION.

Titulo: ASOCIACION DE ICTUS ISQUEMICO CON LA PRESENCIA DE POLIMORFISMO -1131T>C DEL
GEN DE APOLIPOPROTEINA A-V.

México, Distrito Federal; a de de 2014.

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el numero: R-2014-3609-27 .

Justificacion y objetivo del estudio.

La ocurrencia de infartos cerebrales ha tenido un aumento en paises como el nuestro, se han reconocido diversos factores que
contribuyen a que una persona tenga mayor posibilidad de presentar dicha enfermedad. En investigaciones recientes se han
encontrado alteraciones en los genes que pueden modificar funciones en el metabolismo de las grasas, los pacientes que presentan
estos cambios se considera pudieran tener mayor riesgo de presentar infartos cerebrales. Los estudios de los genes (polimorfismos)
nos permiten identificar las alteraciones de estos y su relaciéon con ciertas enfermedades. En este estudio se identificara la presencia
de la alteracion de los genes llamado polimorfismo -1131T>C de una proteina relacionada con el metabolismo de los grasas
(apolipoproteina A -V) y la relacién que existe entre esta y la presencia de infarto cerebral.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:

Responder preguntas sobre la evolucién de mi enfermedad y sobre mi persona, para obtener antecedentes de importancia para mi
enfermedad. Se obtendran muestras de mi sangre, por puncién con aguja hueca, obteniendo aproximadamente 15 ml, divido en varios
tubos, parte de la muestra obtenida sera utilizada para realizar estudios para determinar niveles de colesterol, triglicéridos, glucosa en
el suero de mi sangre y el resto para realizar la busqueda de cambios en mis genes asociados con la enfermedad. Mi participacién en
el estudio no tendra costo alguno ni obtendré beneficio econdmico por la participacion en el proyecto.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos derivados de mi participacion en el estudio, que son los
siguientes:

Dolor temporal y /o moretones en el sitio de puncion, sangrado leve en el sitio de puncion, infecciones en el sitio de puncién, baja de
presion arterial y/o desmayo.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los
siguientes:

Dado que se desconoce la relacién real entre el polimorfismo y la presencia de la enfermedad el resultado de la presencia o ausencia de
dicha alteracién en este momento no representa un beneficio directo para el paciente.

A los familiares que asi lo soliciten se entregara el resultado del polimorfismo, al finalizar este estudio. El resultado de este, ya sea negativo
o positivo, no representa en este momento una justificacion suficiente para modificar el tratamiento establecido en el paciente. Dado que no
se cuenta con informacion suficiente sobre el tratamiento de esta alteracién.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado
que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca
de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi
tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte
la atenciéon médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de
este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.
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Coleccion de material biolégico:
No autorizo que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.
Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

En caso de que el paciente presente efectos secundarios asociados a su participacién en este estudio, sera atendido en la unidad
hospitalaria donde se lleva a cabo el mismo, proporcionandole el tratamiento necesario para la resolucion de las complicaciones que se
presenten.

En caso de emergencias, dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio, comunicarse con:

Investigador Responsable: Dr. Jorge Escobedo de la Pefia. Matricula 3497658. Adscrito a la Unidad de Investigacion en
epidemiologia clinica del Hospital General No.1 “Carlos Macgregor Sanchez Navarro” del IMSS. Teléfonos: (55) 5639-4688 6 (55) 5597-
8857.

Colaboradores: Dr. Miguel Alejandro Benitez Sanfeliz. Residente de 4° afio de Medicina Interna. Matricula 98373231. Hospital General
No.1 “Carlos Macgregor Sanchez Navarro” del IMSS. Teléfonos: (55) 6549-7916 6 044 961 24 99653.

Dr. Miguel Cruz Lépez. Matricula 6357032. Adscrito a la unidad de Investigacion en bioquimica del Hospital de Especialidades, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Teléfono: (55) 5761- 2358.

Dra. Evangelina Génzalez Figueroa. Matricula 7607636. Adscrito a la Unidad de Investigacion en epidemiologia clinica del Hospital
General No.1 “Carlos Macgregor Sanchez Navarro” del IMSS. Teléfono: (55) 5639-4688.

Encaso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del
IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55)
56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del paciente y/o familiar responsable.

Dr. Miguel Alejandro Benitez Sanfeliz R4 Medicina Interna. Matricula 98373231.

Testigo 1. Testigo 2.

Nombre, direccion, relacién y firma. Nombre, direccion, relacién y firma.

2810-009-013
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ANEXO 2.

Folio:

B)

IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

HOSPITAL GENERAL REGIONAL No. 1: DR CARLOS MACGREGOR SANCHEZ NAVARRO
MEDICINA INTERNA
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

“Asociacion de ictus isquémico con la presencia de polimorfismo -1131T>C del gen de
Apolipoproteina A-V”.

Hoja de recoleccién de datos.

Caso Control
Nombre:
Afiliacion:
Edad:
Sexo:
Fecha:
IMC: Peso: Talla:
Antecedentes:
Tabaquismo Si No
Diabetes Mellitus Si No
Dislipidemia Si No
Hipertension Arterial Sistémica Si No
Cardiopatia isquémica Si No
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ANEXO 2.

N

©
IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Folio:

HOSPITAL GENERAL REGIONAL No. 1: DR CARLOS MACGREGOR SANCHEZ NAVARRO

MEDICINA INTERNA

PROTOCOLO DE INVESTIGACION

“Asociacion de ictus isquémico con la presencia de polimorfismo -1131T>C del gen de

Apolipoproteina A-V”.

Hoja de recoleccion de datos.

Laboratorios:

Glucosa mg/dl

Trigliceridos mg/dI

Colesterol Total mg/dI

HDL mg/dl

LDL mg/d|
T/IA mmHg

Hemoglobina g/dl.

Polimorfismo -1131T>C TT TC CcC
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