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Prevalencia de polimorfismos en la cadena alfa 2 del colageno
tipo 1 (COL1A2) en pacientes mestizo-mexicanos con aneurisma
cerebral

RESUMEN DE LA INVESTIGACION PROPUESTA

Los aneurismas intracraneales (Al) son una anormalidad vascular que se caracteriza por
el abombamiento local de una arteria intracraneal. Se estima que tienen una prevalencia
de aproximadamente el 2.7-6.5% en la poblacién general'. Se consideran una
enfermedad multigénica, aunque se le ha relacionado con factores de riesgo modificables
comunes, como lo son la hipertension arterial sistémica y el tabaquismo?. Aquellos con
familiares de primer grado tienen un riesgo de rotura hasta 4 veces mayor cuando se les
compara con la poblacion general, y el riesgo se incrementa hasta 6 veces en estudios de
hermanos?.

Respecto al riesgo de rotura, se estima que esto ocurre a una frecuencia de
aproximadamente 1% por afio, lo cual tiene consecuencias clinica graves en el 35 al 50%
de los pacientes'. La rotura del aneurisma representa el 80% de los casos de hemorragia
subaracnoidea (HSA) y hasta el 5% de todos los casos de enfermedad vascular cerebral®.
Ademas, se ha observado que el riesgo de rotura difiere entre distintas razas y etnias, con
mayor riesgo de HSA aneurismatica en negros afroamericanos e hispanos, en
comparacion con blancos®. Hablando de cifras en México, en un estudio multicéntrico
observacional se observo que la mediana de estancia hospitalaria era de 5 dias, con una
mortalidad del 17.1% a los 30 dias, de lo cual el 29.3% fue por HSA®. Ademas, se ha
encontrado que Al se presentan en una pequefia porcidn de pacientes en el contexto de
enfermedades hereditarias del tejido conectivo, como lo son sindrome de Ehler-Danlos
tipo 1V, sindrome de Marfan, sindrome de Alport y enfermedad renal poliquistica’.

Con el paso del tiempo se ha logrado ahondar en el aspecto genético de la formacion de
aneurismas intracraneales, particularmente en poblaciones asiaticas, como lo son la
china, coreana y japonesa. El gen COL1A2 (Fig. 1) esta conformado por 52 exones y se
situa en el cromosoma 7q22.1, su tamafo es de 38 kb y codifica para 1 366 aminoacidos.
El colageno tipo 1 es un heterotrimero compuesto de dos cadenas a1 y una cadena a2’.
Este gen fue analizado en una poblacién japonesa de 21 polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs, por sus siglas en inglés), en 115 pacientes con enfermedad familiar y
en 145 con enfermedad esporadica. Tres SNPs distintos mostraron diferencias
importantes en frecuencias alélicas entre casos y controles, especialmente cuando se
valoraba un SNP que resultaba en una sustitucién de aminoacido en los casos familiares.
Se concluyeron dos cosas: 1) este SNP podria ser una variante funcional necesaria para
el desarrollo de aneurismas intracraneales, y 2) aun asi, ya que la frecuencia del alelo del
SNP es baja (5.2% en la poblacién de aneurismas intracraneales versus 2.7% en la
poblacion de control), este solo puede explicar una porcién pequena de los casos entre
pacientes japoneses?.



El gen COL1A2 se ha visto relacionado con la patogénesis de Al desde hace varios afos.
Peters y cols observaron una sobreexpresion importante de COL1A2 en Al usando la
arteria temporal superficial como control®. De entre varios estudios el principal objetivo ha
sido rs42524 —un SNP localizado en el exdn 28—, estudiado primero en Japén y después
validado en una poblacién china'®, que también ha sido estudiado en Alemania con
resultados de significancia estadistica para asociacion a Al''. Sin embargo, varios otros
estudios han fracasado al intentar replicar esta asociacion'?. Un metaanalisis reciente
sugiere que COL1A2 rs42524 es un factor de riesgo importante para susceptibilidad a Al,
con un efecto especialmente fuerte en personas asiaticas’. Ademas, se sabe que el
prondstico tras la rotura de un aneurisma es malo: el 50% de los pacientes muere en el
primer mes, el 25% sufre algun grado de discapacidad de manera permanente y el 25%
restante persiste con riesgo de resangrado; en cambio, en aquellos que se someten a
clipaje de un aneurisma no roto la mortalidad y morbilidad disminuiran a <2.5% y <6%,
respectivamente’s.

Objetivo: identificar la prevalencia del polimorfismo rs42524 en el exén 28 del gen COL1A2
en pacientes mestizo-mexicanos con aneurismas intracraneales.

Hipétesis: el polimorfismo rs42524 en el exdn 28 del gen COL1A2 tiene una prevalencia
estadisticamente significativa en pacientes mestizo-mexicanos con aneurisma intracraneal

Metodologia: se reclutaron 97 sujetos con diagndstico confirmado de aneurisma
intracraneal y se tomaron muestras de sangre para recabar material genético. La
determinacion de los genotipos se realiz6 mediante la reaccién de cadena de polimerasa
(PCR) de punto final previo disefio de los primers. La genotipificacion de la variante
polimérfica rs42524 se realizé por secuenciacion.

Resultados: de los 97 pacientes, 24 eran hombres y 73 mujeres, y tenian una media de
edad de 51 afios (DE 15). De estos, 77 (79.4%) sufrieron de hemorragia subaracnoidea por
ruptura aneurismatica (HSA). El principal sintoma fue cefalea en 73 de los pacientes. En el
27.4% se diagnostico enfermedad aneurismatica multiple. Los aneurismas se detectaron
mas frecuentemente en la arteria comunicante anterior (21.6%), arteria cerebral media
derecha (15.5%) y el segmento comunicante posterior de la arteria carétida interna
izquierda (11.3%).

De entre los antecedentes, los mas importantes fueron hipertension arterial sistémica en el
45.4% (n=44) y tabaquismo en el 37.7% (n=23).

Encontramos que del 79.4% de los aneurismas rotos, el 75.4% (n=46) correspondian al
genotipo GG, el 32.5% al GC y 7.8% de variedad CC. Realizamos una tabla de contingencia
y prueba de chi-cuadrada para aquellos con un genotipo heterocigoto GG para el rs42524
en el exén 28, con reporte de un OR 1.76 (IC 95% 0.22 — 1.42). No se encontré relacion
con el genotipo del polimorfismo y el desenlace (muerte, Rankin al egreso o complicaciones
del procedimiento realizado).



Prevalencia de polimorfismos en la cadena alfa 2 del colageno
tipo 1 (COL1A2) en pacientes mestizo-mexicanos con aneurisma
cerebral

ANTECEDENTES
Introduccion

Dentro del grupo de las arteriopatias no aterosclerdticas se incluyen los aneurismas
intracraneales (Al), la diseccion cervical, displasia fibromuscular y la enfermedad de
moyamoya. Se sabe que todas estas patologias comparten asociaciones, en especial en
cuanto a fenotipos poligenéticos. Asi es que tras muchos analisis y estudios experimentales
podemos entender mejor su etiologia, patologia y enfocarnos en el tratamiento y
obviamente en la prevencion de las mismas'4.

En un articulo de Yoneyama y cols se reporta que los genes de la matriz extracelular, tales
como la fibronectina, familias de colageno, elastina y otros mas se econtraban
sobreexpresados en Al. Debido a que el gen del colageno alfa 2 de tipo 1 (COL1A2) estaba
sobreexpresado en Al y localizado en 7g22.1, que es en donde se encontré la mejor
evidencia sugestiva de una relaciéon, se consideré que COL1A2 podria ser un candidato
posicional y funcional para AlS.

Entre el 6% y el 8% de todas las enfermedades vasculares son debido a HSA, por lo que
se ubica en el cuarto lugar en incidencia dentro de este grupo de enfermedades. En un
estudio realizado en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (México) se reporté
una mortalidad total del 35%/°.

Hoy contamos con mas recursos con una mejor capacidad diagnéstica para detectar
aneurismas — esto ha llegado a que la enfermedad aneurismatica sea diagnosticada de
manera mas temprana'’. Con todo esto, un aneurisma detectado que llega a romperse tiene
una alta tasa de morbimortalidad, haya sido detectado tempranamente o no, y es por ello
que requerimos de marcadores que nos indiquen cuando es que un paciente tiene el riesgo
de desarrollar esta entidad. Por todo lo anterior, consideramos que el primer paso para
lograr esto en la poblacién mexicana es el reconocimiento de un polimorfismo lo
suficientemente frecuente en nuestro pais.

Aspectos epidemiolégicos

La HSA de origen aneurismatico tiene una mortalidad aproximada del 40%; de estos, hasta
el 15% moriran antes de llegar al hospital, el 25% en las primeras 24 horas y el otro 40%
en los proximos 7 dias. Hasta el 75% de quienes sobreviven cursaran con alguna secuela®
8. En el estudio mexicano arriba mencionado, en el cual el seguimiento fue de treinta dias
tras la HSA, la mortalidad registrada fue del 29.3%°. Las cifras reportadas son las de un



centro de referencia con recursos distintos a los de la mayoria de los hospitales de segundo
nivel del pais.

En un estudio aleman de 2014 se investigd la presencia del polimorfismo rs42524 en el
exon 28 del gen COL1A2, encontrando que si bien esto se presenta en un subgrupo de la
poblaciéon alemana, este no se encontraba en la mayoria de los casos?. Guias
estadounidenses de 2015 reportan que los genes con mayor asociacion a la formacion de
aneurismas son CDKN2BAS y SOX17. Aun asi, no se ha encontrado algun factor de riesgo
genético predominante?’.

Fisiopatologia

Se sabe que la fisiopatologia de la formacién de aneurismas es multifactorial'’.
Primordialmente se debe a la pérdida de la integridad estructural de la pared arterial,
particularmente por degradacién de la lamina elastica, alteraciones en la deposicién de
colageno y en la composicion funcional de las células del musculo liso, ademas de tener un
componente inflamatorio™. Todo lo anterior se refleja en la migracion de las células del
musculo liso a la intima, disfuncion de la matriz extracelular y alteracion en la relacion
elastina-colageno?.

Aproximacién genética y aplicaciones clinicas

Por medio de estudios de asociacién del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés)
se han encontrado asociaciones importantes a la formacion de aneurismas en distintos loci
cromosémicos, como lo son 7q11, 8q11, 9p21, 13934, 19q13.3 y Xp22; aun con esta
informacién no se ha logrado dar con algun hallazgo que justifique una parte considerable
de los casos 202324,

Si bien se ha reportado que son en una gran cantidad de condiciones hereditarias son varios
los tipos de colageno los que estan afectados?®, esto solo explica aproximadamente el 1%
de todos los casos de Al reportados hasta el momento, y ni siquiera explican todos los
casos de aneurismas con un componente familiar'”.

Sabemos que el colageno tipo | es el mas abundante en el tejido conectivo de vertebrados,
Y, que junto al colageno tipo Il es un componente esencial de la estructura de las arterias
puesto que les confiere una gran capacidad para resistir traccién?®. Por ello, las variantes
que afectan la composicion y distribucion del colageno tipo | repercutiran en la capacidad
elastica de la pared arterial®.

El gen COL1A2 (Figura 1) se compone por 52 exones y esta situado en el cromosoma
7922.1, tiene un tamano de 38 kb y codifica para 1366 aminoacidos. El colageno tipo | es
un heterotrimero que se compone de 2 cadenas a1y una cadena a2?’. Los exones del 6 al
49 codifican para varios aminoacidos, y constituyen la region de triple hélice. A la fecha se
han reportado mas de 21 tipos de polimorfismos distintos en pacientes con Al, y el nimero
continla aumentando segun se realizan estudios GWAS, de expresién genética y de
secuenciacion de nueva generacion'. Aun se desconoce el mecanismo por el cual las
mutaciones en el gen COL1A2 provocan defectos en la membrana basal?®.
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Figura 1: Esquema que de la estructura del gen del colageno tipo | alfa 2.

Podemos definir un polimorfismo como la ocurrencia de dos o mas alelos en un locus de la
misma poblacién, cada uno con una frecuencia apreciable; un polimorfismo no puede
explicarse por una mutacion recurrente ni por inmigracién. Un locus polimorfico contiene al
menos dos alelos, y cada uno de ellos tiene una frecuencia superior al 1%"7-2°. Cuando un
alelo tiene una frecuencia menor al 1% se le considera como variante rara®.

Al estudiar polimorfismos de COL1A2, se ha encontrado que estos se relacionan con
diversas entidades, como lo son defectos en la densidad ésea?®, infarto de miocardio® y
aneurismas cerebrales, con penetrancia variable'3. Por ello, se considera que el estudio de
polimorfismos podria ayudarnos a comprender cuales son los procesos a nivel de la pared
vascular que llevan a la formacion de un aneurisma, y a su eventual rotura3® 3!,

De entre los polimorfismos mas estudiados de COL1A2, el mas estudiado —particularmente
en Asia y Alemania— es el 28 (rs42524)'3 21, Este polimorfismo ha revelado asociacion a Al
en un contexto tanto espontaneo como en familiar'® 32, Sin embargo, esto no logré explicar
mas alla de los casos de un subgrupo de pacientes en Alemania?.

Una hipétesis acerca del por qué los polimorfismos relacionados con el colageno tipo | se
asocian a la formacién de aneurismas es la conjuncion de: deficiencia extracelular de
colageno normal (o presencia extracelular de colageno mutante) y acumulacion intracelular
heterotrimética que resulta ser téxica para la estructura del vaso. Se considera que para
que todo esto ocurra se requiere de sobreexpresion de la mutacion en COL1A233. Dicho
gen se ve regulado a la alta hasta casi 5 veces mas en el tejido aneurismatico de pacientes
con Al intracraneales, comparado con el tejido vascular de la arteria superficial temporal del
mismo paciente34.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a los estudios a nivel genético que se han publicado en este siglo, se considera
que aquellos con Al podrian tener una condicién determinada genéticamente que los vuelve
propensos a tener defectos estructurales en la pared del vaso. Al sufrir de rotura
aneurismatica, hasta la mitad de los pacientes mueren al cabo de 30 dias, mientras que de



la otra mitad, un 25% continuara con riesgo de resangrado y el otro 25% vivira con algun
grado de discapacidad de manera permanente’3.

Aqui se pretende reportar la incidencia en la poblacion mestizo-mexicana de un

polimorfismo frecuentemente relacionado con Al: rs42524 en el gen COL1A2. Se recabaron
muestras de pacientes con Al.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la prevalencia de polimorfismos en la cadena alfa 2 del colageno tipo 1 (COL1A2)
en pacientes mestizo-mexicanos con aneurismas intracraneales?

HIPOTESIS

HO: la prevalencia del polimorfismo rs42524 en el exén 28 del gen COL1A2 es baja en
pacientes mestizo-mexicanos que ya se conocen con aneurismas intracraneales

H1: la prevalencia del polimorfismo rs42524 en el exén 28 del gen COL1A2 es

estadisticamente significativa en pacientes mestizo-mexicanos que ya se conocen con
aneurismas intracraneales

OBJETIVOS
Objetivo general de la investigacion

e Determinar la prevalencia del polimorfismo rs42524 en el exén 28 del gen COL1A2
en pacientes mestizo-mexicanos que se conocen con aneurismas intracraneales.

JUSTIFICACION

Al detectar un polimorfismo con una frecuencia estadisticamente significativa en México,
este estudio sera el primer paso para integrar un abordaje genético en pacientes mexicanos
con aneurismas intracraneales, para finalmente cumplir una funcién preventiva.

Investigaciones como esta son importantes ya que la informacion en la poblacion mexicana
respecto a genética y su relacion con aneurismas es muy limitada. La gran mayoria de lo
que se sabe de este tema es en paises y etnias distintas a las de México.



MATERIAL Y METODOS

Se recabaron muestras de 97 casos y como grupo control se utilizaron los datos de la base
HapMap NCBI para el polimorfismo rs42524 en la poblacion mexicana.

Para determinar el tamafio de la muestra se us6 la férmula para calcular muestras en
estudios de casos y controles (Figura 2) y corroborando el resultado con el software Epi
Info®; donde con un nivel de seguridad de 0.95, poder estadistico del 80%, con un radio de
casos y controles 1:1. Frecuencia de exposicion entre los controles en controles 0.53 y entre
los casos 0.74. Con un OR de 2.52; obteniendo un tamafno muestral minimo de 91 casos y
91 controles, con una N total de 182.

[:1_% \,:'2}){1—;:):— 21— \;"pl(l—pl )+ p,(1—-p, ]

n= ~

(p _P:)

FIGURA 2: férmula para calcular muestras en estudios de casos y controles

Para este propodsito se recolectd ADN de pacientes con diagndstico de enfermedad
aneurismatica y controles sanos. Se obtuvieron 3 muestras de sangre periférica en tubos
Vacutainer® con anticoagulante ACD (6 ml c/u), de la cual se realiz6 extraccién de ADN por
métodos convencionales, previa firma de consentimiento informado. (Apéndice 1y 2).

CASOS

Pacientes con diagndstico confirmado de aneurisma cerebral. Pueden haber sido
diagnosticados desde enero de 1990 hasta Abril del 2017 por la clinica de enfermedad
vascular cerebral o terapia endovascular neurolégica del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia de México.

Deben contar con al menos uno de los siguientes estudios: IRM con A-IRM, A-TAC, o
angiografia por sustraccion digital de los vasos intracraneales donde se haya observado el
defecto aneurismatico.

Se recabaron datos clinicos como historia médica personal (antecedente de tabaquismo,
hipertension arterial sistémica y diabetes mellitus), curso clinico (Rankin modificado de
ingreso y egreso, grados en las escalas de Fisher y Hunt-Hess al ingreso sélo en
aneurismas rotos) y complicaciones (vasoespasmo, hidrocefalia, entre otras). Las
dilataciones aneurismaticas seran categorizadas de acuerdo al territorio de la circulacion
intracraneal afectado (arteria cerebral anterior, media o posterior) y nimero (Unico o
multiple).



Criterios de Inclusion.

1. Diagnéstico confirmado de aneurisma cerebral, diagnosticado por angiorresonancia,
angiotomografia, o angiografia por sustraccién digital.

Edad >18 afios.

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

4. Ambos padres nacidos en México.

5. Los cuatro abuelos nacidos en México.

@ N

Criterios de Exclusion.

1. Aneurisma cerebral causado por un procedimiento endovascular (angiografia,
angioplastia, etc.)

2. Desorden del tejido conectivo que pueda predisponer a enfermedad aneurismatica.

3. No ser mestizo-mexicano.

Controles.

Se obtendran controles sanos, pareados por edad (edad * 5 afios) y género. Los controles
seran aquellos pacientes con cuadro de cefalea, que posterior a angioresonancia o
angiotomografia no presenten hallazgos de malformaciones vasculares corroboradas por

neurorradiologia del Instituto de Neurologia y/o el Instituto Nacional de Nutricion.

Criterios de Inclusion:

—

Individuos sin historia de enfermedad vascular (infarto al miocardio, enfermedad
vascular cerebral y enfermedad vascular periférica).

Sin antecedente de aneurisma cerebral.

Familiares no consanguineos de los casos.

Edad de >18 afios.

Ambos padres nacidos en México.

Los cuatro abuelos nacidos en México.

ok wN

Criterios de Exclusion.

1. Que padezcan un desorden del tejido conectivo que pueda predisponer a
aneurismas cerebrales.

2. No ser mestizo-mexicano.

3. Con antecedente de aneurisma cerebral.

IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO rs42524 EN EL EXON 28 DEL GEN COL1A2

A las 3 muestras de sangre periférica obtenidas en tubos Vacutainer® con anticoagulante
ACD (6 ml c/u), de los casos y controles, previa firma de consentimiento informado, se le
asigno un numero seriado para su identificacion.



Posterior a centrifugacion se decidié generar un pool de células blancas (buffy coat) para la
extracciéon del ADN. Permaneciendo las muestras en congelacion y almacenadas a -80° C
hasta su analisis.

El ADN se extrajo de las muestras de sangre periférica por método de salting y también
utilizando el kit de purificacion de QIAGEN®, de acuerdo a las condiciones establecidas por
el proveedor.

Todas las muestras fueron cuantificadas por espectofotometria, por medio del Nanodrop
(Bibby Scientific lid Stone, modelo GENOVA NANO, Serial 39949) determinandose la
relacion 260/280 y la concentracion se establecié en ng/ml. La calidad se evalué mediante
geles de agarosa al 1%/TBE1X, a 100V por 1 hora.

La determinacion de los genotipos se realizé mediante la reaccion de cadena de polimerasa
(PCR) de punto final previo disefo de los primers como se muestra a continuacion:

e Region utilizada para el disefio, utilizando la base de datos de www.enseml.org.org
y utilizando el programa de disefio Primer3Plus www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cqi:

GTAGGTGCTAACTTGTGTACAGATCTATTCACATAGCATTCATCTAAGAACCACACTTTTTTTTTTACACCATCTGAT

ATCATTTTGTCACTTTCTTTTCAAGATGGCATCCCCAGGGGTCCTTTTACTATCATAAAATGCCTTTTTAAAAACCAA

ACTTATAAAACAGTGAGCAAAAACAAATCAGAATATACATTAGGTCAAAAATACAGAAGCACTTGGCTTTTATTTTAT

TCATTTTGTAATTAAAAGGGTATGAATATGTAGTAGCATTCTCTGGCCTTTATAAATTGCCTTGTGTCGCATACTTCG
CTTGAGTCATATCAAAAGTTAGTAGGCAAACCCATAAATATATATACCTACTATGTACCCACACAAATTAAAAATTTA

AAAAGTTAGTAGGCI NI ARSI ARSIl IGAACCCACAATGAGTTTAATTCATGCTAAAATGACAAACTTGTT
TTAAGGAAGTAATACCTGAGGCTTTGAGACATCTTAAACTACCTGGCTTGCAGCTAACCATCAGCCTTTCTGTTAAA
TATTTTTAGGGTGCTCCAGGTCCTGATGGAAACAATGGTGCTCAGGGACCTCCTGGACCACAGGTGAGTATTTCTC
CCACTCTTGTGCTCTTCTGCACTAGAATGTATATAGTCCTCAAACTGGCCATCTCCATTTTCAGTCCAAAAGTTATAC
AGCTAGACAACAGTGGTGACATACGTTGCTATTTATGCTCTCTTTCCTGTCACTTTCAGEBGTGTTCAACGTCCAAAA
GGTCAACAGGGTCCCCCTCETCCTCCAGGCTTCCAGGTAAGTCAACTCAAACATATACAATACTGCCTTTGGTCAG
CCTATTGAGCTGTAAATCACCATACCGTACCTCTCTTCTCCACCACAATAAACATGATTTCAGGACTGAAGCAAAGA
AAGGTGCATTTTTTTCAAACAAACTTTTGTGTAATGCTTAATAACATACAATCGTGCTCATGTTGATATTTGGTAGCC

ACCACCCCCAAACTCAATTATTAGCAAATCTCCTGAACGTAGCCATGGGATTGAGATTTGTATTTCTTTTCATTTTTA
G

Exon 27 (54 pb): Exon 28 (54 pb):

Forward 5" AGTATTTGGGCTTTCGTGGG ‘3
Reverse 5° ATTGTGGTGGAGAAGAGAGG 3

e Posiciones de posible apareamiento entre ambos primer’s 18
e Tamafio del amplificado 495

Los primers se obtuvieron de la empresa Macrogen®. Se realizé un gradiente de
temperaturas para determinar la temperatura de alineacion de los primers, determinando la



temperatura de alineacion ™ a 58.4°C; logrando estandarizar las siguientes condiciones
utilizadas para la PCR, se muestran en la Tabla 1:

Reaccion de PCR Programa de PCR

H20 LR 11 pl Desnaturalizacion 94°C 5 min

Hot Start MM 10 yI - Amplificacion 94°C 30 seg

Fw [25pM] 1 uyl  Alineamiento 55°C 30 seg 25 ciclos
Rv [25pM] 1 pl  Extension 72°C 30 seg

ADN [100 ng/pul] 2 ul Extension final 72°C 7 min

TABLA 1: uso de termociclador de Applied Biosystems, GeneAmp® PCR System 9700.

El tamano de los productos de PCR se confirmd por electroforesis en geles de agarosa al
2% empleando el marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb DNA Ladder, Fermentas®.

La genotipificacion de la variante polimérfica rs42524 se realizé6 por secuenciacion
empleando el kit de BigDye Terminator (Aplyed Biosistem Version 3.1), de acuerdo a la
siguiente reaccion:

Reaccion de Secuenciacion Programa de PCR

H20 LR 11 pl Desnaturalizacion 94°C 15 min

Buffer terminator 4 pl Amplificacion 94°C 30 seg

Fw [10pM] 1 pl Alineamiento 58.4°C 30 seg 30 ciclos
Big Dye V3.1 1 pl Extension 72°C 45 seg

ADN [100 ng/pl] 1 pl Extension final 72°C 5 min

TABLA 2: uso de Termociclador de Applied Biosistems, GeneAmp® PCR System 9700.

Después de la reaccion de secuenciacion los productos son purificados empleando las
columnas Dye Spin (QIAGEN). Las muestras son secadas en un concentrador de vacio y
posteriormente son hidratadas con 14 plitros de formamida ultrapura. Se desnaturalizaron
las muestras y fueron leidas en el secuenciador de ADN ABI PRIMS modelo 3130.

Los electroferogramas resultantes son analizados empleando el programa Secuenchial o
Sequencing analysis. V5.3. A continuacion se muestran electroferogramas para muestras
de casos con pacientes con aneurismas (GG, GC y CC)
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DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES.

Variable Dependiente

1. Aneurisma Cerebral

Variables Independientes.

1. Variante genética rs42524 en el exdn 28 del gen COL1A2

Afos transcurridos
desde el nacimiento
hasta el momento de
la diseccion arterial
cérvico-cerebral.

Numero de afos del
sujeto.

Historia Clinica

Continua.

explicarse por una
mutacion sola.

Género. Género del paciente | Caracteristicas Historia Clinica Nominal. 1. Hombre
de acuerdo a su | biologicas y fisioldgicas 2. Muijer.
historia clinica. que definen a hombres y Dicotémica.

mujeres

Lateralidad Sitio encontrado por | Sitio arterial de afeccion | Historia  Clinica y | Nominal. 1.Derecha
imagen del | que pueda ser visible por | neuroimagen 2. Izquierda
aneurisma cualquier estudio de Dicotémica

imagen

Polimorfismos | Es la aparicion de | Variante génica Posterior a | Cualitativa GG

rs42524 en el | una poblacién de electroferogramas nominal GC

exén 28 del | 4o5 o mas formas resultantes son cC

gen COL1A2 determinadas analizados empleando
genéticamente el programa
(alelos, variantes de Secuenchial o
secuencias) en Sequencing analysis.
frecuencias tales V5.3.
que las mas raras de
ellas no podria




ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 usando software estadistico (SPSS 21.0). Se describio
cada grupo expresando las medidas de tendencia central junto con medidas de dispersién.
Las variables con una distribucion normal se evaluaron mediante el método de T-Student y
aquellas de distribucién no normal con el método de Mann-Whitney. En caso de ser
necesario la comparacion entre mas de dos grupos se uso el método de ANOVA y de
Kruskal Wallis respectivamente. También se calcularon las odds ratios (OR) de cada factor
de riesgo para cuantificar la magnitud de la asociacion. Se realizé un ajuste de equilibrio
genético de la muestra por medio del método de Hardy-Weinberg. Un valor de p <0.05 fue
considerado significativo.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio fue sometido y aprobado por el Comité de Investigacion y al Comité de Bioética
de la Institucion otorgandole el No. 78/16. Todos los participantes (casos y controles)
firmaron el consentimiento informado y el registro de los pacientes se manejo con estricta
confidencialidad, de acuerdo a los principios éticos para la investigacion médica sobre
sujetos humanos de la declaracién de Fortaleza, Brasil en 2013. (ver APENDICE 1y 2)

Consideraciones financieras.

Aporte Financiero: clinica de neurologia vascular.

RESULTADOS
Andlisis Demografico

Se logré la inclusidon de 97 pacientes del Instituto Nacional de Neurologia que presentaban
diagnéstico confirmado de aneurisma cerebral, los cuales cumplieron los criterios antes
descritos. De estos noventa y siete pacientes se tomé muestra a 73 mujeres y 24 hombres.
La distribucion de edad fue de 15 a 82 afios con una media de edad de 51 afos (DE 15).
24 pacientes eran menores de 40 afios. 43 pacientes se encontraban entre los 41 y 60 afios
y 30 pacientes eran mayores de 61 anos. De todos ellos se extrajo la informacién
demografica (Ver FIGURA 3).
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EDAD DE ROTURA

FIGURA 3: Se muestra la frecuencia de edades en los pacientes con aneurismas rotos

El 79.4% (77 pacientes) presentaron un cuadro de hemorragia subaracnoidea por rotura
aneurismatica y 20.6% (20 pacientes) se catalogaron como aneurismas incidentales. El
sintoma pivote o cuadro clinico por el cual se inicié su abordaje diagnéstico fue: cefalea en
73 pacientes, 8 pacientes con pérdida del estado de alerta, 4 por crisis convulsivas, hallazgo
de imagen en 7 de ellos y disminucién subita de la fuerza en 5 individuos (FIGURA 4). Del
total de la muestra 30 pacientes (30.9%) presentaron crisis convulsivas ameritando
tratamiento antiepiléptico. En un 27.4% se diagnosticé enfermedad aneurismatica multiple.
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FIGURA 4: Datos clinicos referidos por pacientes o familiares los cuales motivaron el inicio de la
atencion médica, el cual es considerado como dato pivote para el abordaje diagndstico, siendo la
cefalea thunderclap o en estallido el sintoma mas referido en un 75.26%.

Los antecedentes mas importantes de nuestra poblacién fueron hipertension arterial
sistémica 45.4% (44 pacientes) tabaquismo 37.7% (23 pacientes) y diabetes mellitus en
12.4% de ellos. A su ingreso y egreso los pacientes se catalogaron con una escala de
Rankin modificada (MRs, por sus siglas en inglés) como se muestra a continuacion (TABLA
3):

MRs MRs
Ingreso Egreso

Frecuencia (n) Porcentaje Frecuencia (n) Porcentaje
0 13 13.4% 0 36 37.1%
1 46 47.4% 1 21 21.6%
2 9 9.3% 2 4 4.1%
3 11 11.3% 3 12 12.4%
4 8 8.2% 4 7 7.2%
5 10 10.3% 5 9 9.3%
6 0 NA 6 8 8.2%
Total 97 100% Total 97 100%

TABLA 3: Se describe el estado clinico del paciente a su ingreso y egreso mediante la escala de
Rankin modificada (MRs). Se observa que el MRs a su ingreso fue de 1y 0 al egreso en la mayoria
de los pacientes, tomar en cuenta que aqui se toman en cuenta para el calculo aquellos con
aneurismas incidentales. Se reportan ocho pacientes finados, se realizé una correlacion con el
genotipo, sin encontrarse diferencia significativa.

Asi mismo a su ingreso al servicio de urgencias del Instituto Nacional de Neurologia
aquellos pacientes con aneurismas rotos, posterior a tomografia de craneo se les catalogd



clinicamente y por imagen segun las escalas de Hunt y Hess y Fisher. (FIGURA 5). Las
localizaciones mas frecuentes de los aneurismas fueron arteria comunicante anterior
21.6%, arteria cerebral media derecha 15.5% y segmento comunicante posterior de la
arteria carétida interna izquierda con 11.3%, resto de localizaciones se muestran en la
(FIGURA 6).
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FIGURA 5: Arriba: porcentaje de pacientes catalogados segun la escala de Fisher. En este calculo
se excluyeron a los pacientes con aneurismas incidentales. Llama la atencion la alta incidencia de



casos catalogados como Fisher IV. Abajo: porcentaje de pacientes a los cuales segun el estado
clinico a su ingreso al servicio de urgencias (s6lo aneurismas rotos) se les gradu6 segun la escala
de Hunt-Hess, observando una alta incidencia en el tipo II.
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FIGURA 6: Arterias afectadas en nuestra poblacion, en las cuales mediante angiotomografia,
angiorresonancia o Angiografia se reportaron la presencia de aneurismas cerebrales.

Investigacion de Genética Molecular

En la (TABLA 4) se muestra la distribucion genotipica del polimorfismo rs42524 (exén 28)

Genotipo HapMap Pacientes con Al Valor de p Ien
0s

Rs42524 Frecuencia genotipica, Frecuencia genotipica, 97

(exén 28) N, (%) N, (%)

GG 0.719, 46/64 (71.87%) 0.63, 61/97 (62.88%) 0.30

GC 0.250, 16/64 (25%) 0.31, 30/97 (30.92%) 0.47

CcC 0.031, 2/64 (3.12%) 0.06, 6/97 (6.18%) 0.47

pacientes con aneurismas cerebrales. La poblacion estudiada se encontré en equilibrio
genético mediante la ecuacion de Hardy-Weinberg. Estas frecuencias se compararon con
los datos obtenidos de la base de datos HapMap de NCBI.



TABLA 4: Se analizé la asociacion entre los grupos y controles mediante la prueba exacta de Fisher
para los genotipos GG, GC y CC, encontrando que ninguno es estadisticamente significativo
(p>0.05). Abreviaturas: Al, Aneurismas intracraneales.

Se observo que de los 79.4% de los aneurismas rotos 46 casos (75.4%) correspondian al
genotipo GG, 25 a GC (32.5%) y 6 a CC (7.8%). Posteriormente se realizé una tabla de
contingencia y prueba de chi-cuadrada para aquellos pacientes con genotipo heterocigoto
GG para el rs42524 en el exén 28, encontrando un OR 1.76 (IC 95% 0.22 — 1.42). Asi
mismo se observé que del total de los aneurismas rotos con genotipo heterocigoto GG, el
38.7% correspondian a una HSA Fisher IV siendo éste el mas comun entre todos p 0.32
con un OR 1.34 (IC 95% 0.55 — 0.99), confiriendo un riesgo de asociacion entre el genotipo
GG para la variante rs42524 en el exdn 28 con aneurismas rotos y la presencia de una HSA
con grado Fisher IV.

No se encontré relacién con el genotipo del polimorfismo y el desenlace (muerte, Rankin al
egreso o complicaciones del procedimiento realizado).

DISCUSION

El desenlace después de una HSA por rotura aneurismatica es pobre: 50% de los pacientes
muere en el primer mes, 25% sufre alguna discapacidad permanente y el 25% restante
tiene riesgo de resangrado. En cambio aquellos que se someten a clipaje de aneurisma no
roto la mortalidad y morbilidad disminuye a <2.5% y <6% respectivamente’3.

La identificacion de aquellos pacientes que son mas propensos a padecer un aneurisma
intracerebral puede encaminarlos a un tratamiento preventivo y a tener un mejor pronéstico
a corto y largo plazo?3, particularmente en la poblacién joven econémicamente productiva.

El colageno tipo | es parte esencial en la conformacién de la adventicia, capa mas externa
de las arterias cerebrales. Existen diversas variantes genéticas descritas recientemente en
distintas poblaciones, que involucran a este gen y otorgan cierto riesgo de desarrollar
aneurismas intracerebrales, por si solas o junto con otros factores de riesgo?'- 33 mecanicos
y de riesgo adquiridos (tabaquismo e hipertension).

De entre los polimorfismos asociados a aneurismas intracraneales mas reportados en
diversas poblaciones (China, Corea, Australia, Japdn, Alemania, etc.) esta el rs42524 en el
exon 28, demostrando diferentes frecuencias alélicas entre pacientes con aneurismas
intracraneales y controles, asi mismo se ha reportado su asociacion?'- 46 o poca relacién
con la enfermedad.

En este estudio se demuestra que no existe relacion de la variante polimérfica rs42524 en
el exon 28 del gen del colageno tipo 1 alfa 2 en pacientes con aneurismas intracraneales.
Se reporta que la variante genotipica GG para la variante rs42524 en el exdn 28 es la mas
comun en aneurismas rotos y la presencia de una HSA grado Fisher IV confiriendo un riesgo



de asociacion y sera la forma clinica de presentacion mas asociada con este SNP con una
p 0.32y un OR 1.34 (IC 95% 0.55 — 0.99).

Las limitantes de nuestro estudio son el tamafio de muestra y principalmente que las
frecuencias genotipicas se compararon con los datos obtenidos de la base de datos
HapMap de NCBI, las cuales son de mexicanos/latinos y no tenemos una muestra pareada
por edad y género. Ademas, seria ideal una muestra pareada con controles que
presentaran un control angiografico negativo para aneurismas intracraneales, pero el riesgo
beneficio de realizar un estudio contrastado en alguien que no lo amerita no es ético. Existen
nuevos estudios donde se ha observado la asociacion de esta variante alélica con otro tipo
de enfermedades cerebrovasculares, asi que se debe de tener cuidado en elegir controles
sanos.

Actualmente nos encontramos ampliando la muestra y se decidird parear los casos de
pacientes ya registrados con controles sanos por edad y género que no hayan tenido ningun
evento de enfermedad cerebrovascular y si es posible por alguna razén se les haya
realizado un estudio de angiotomografia o angiografia cerebral.

El conocer la influencia de estos polimorfismos en nuestra poblacion, nos sirve de guia en
la busqueda de aquellos factores que predisponen a la poblacién a padecer aneurismas
cerebrales y prevenir eventos catastroficos como lo es la hemorragia subaracnoidea, la cual
merma la productividad y funcionalidad del paciente, incluso llevandolo a la muerte® 4. Las
implicaciones clinicas respecto a la consejeria genética individual y familiar pueden tener
alcances trascendentales en el entorno del paciente y su sociedad.
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MANUEL VELASCO SUAREZ

* MEx1CO

Insurgentes Sur 3877
Col. La Fama, C.P. 14269
México, D.F., Tel. 56-06-14-07

www.innn.salud.gob.mx

Identificacion de polimorfismos en la cadena alfa 2 del colageno tipo 1 (Col1 A2)
en pacientes mestizo-mexicanos con aneurisma cerebral

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CASOS

1. He sido informado(a) que he sido diagnosticado con un aneurisma cerebral y que en el
departamento de enfermedad vascular cerebral y en el departamento de Genética y Biologia
Molecular se esta realizando un estudio para conocer los genes que pueden producir mayor riesgo
para desarrollar una aneurisma cerebral.

2. Los genes son las unidades de herencia y contienen el acido desoxirribonucleico (ADN) que es el
material hereditario.

3. En este estudio se investigaran genes que han sido relacionados a un mayor riesgo de presentar
un aneurisma cerebral.

4. Estos genes tienen funciones especificas en nuestro organismo, normalmente tienen variantes y
algunas de ellas se han asociado a mayor riesgo de tener un aneurisma cerebralcerebral

5. Si aceptd participar en el estudio, los médicos me realizardn algunas preguntas acerca de mi
enfermedad, me elaboraran una historia familiar y me tomaran 10 ml de sangre periférica.

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

7. Toda la informacién obtenida sera confidencial y estara disponible sélo para los investigadores.
Mi muestra seré codificada con una combinacion de letras y nimeros para proteger mi identidad.

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

remuneracion alguna.



9. Sino acepto, esto no afectara de ninguna forma mi atencion médica como paciente del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez. Y tengo libertad
de retirar el consentimiento, sin que se afecte el cuidado y tratamiento.

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

11. Para cualquier duda o aclaracion puedo dirigirme a el departamento de enfermedad vascular
cerebral o al departamento de Neurogénetica y Biologia Molecular de este Instituto o hablar al
teléfono 56063822 extensidn 4466 con la Dra. Alejandra Gonzélez Patifio, Dr. Juan José Méndez
Gallardo y con el Dr. Antonio Arauz o con el Dr. Ricardo Colin Piana presidente del comité
de bioética.

12. Este protocolo sigue los lineamientos de la declaracion de Fortaleza, Brasil en 2013.

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

Nombre del participante y/o responsable legal:

Firma: Fecha: Teléfono:

Nombre del testigo 1:

Firma: Parentesco:

Nombre del testigo 2:

Firma: Parentesco:

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento:

Firma:




Apéndice 2

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

: Insurgentes Sur 3877
 MExIO" Col. La Fama, C.P. 14269
México, D.F., Tel. 56-06-14-07
www.innn.salud.gob.mx

Identificacion de polimorfismos en la cadena alfa 2 del colageno tipo 1 (Col1
A2) en pacientes mestizo-mexicanos con aneurisma cerebral

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CONTROLES

1. He sido informado(a) que el departamento de enfermedad vascular y el departamento de
Neurogenética y Biologia Molecular de este instituto estan realizando un estudio para
determinar las variaciones de genes en personas de la poblacion mexicana.

2. Los genes son las unidades de herencia y contienen el acido desoxirribonucleico (ADN)
que es el material hereditario.

3. En este estudio se investigaran genes que han sido relacionados a un mayor riesgo de
presentar un aneurisma cerebral.

4. Estos genes tienen funciones especificas en nuestro organismo, normalmente tienen
variantes y algunas de ellas se han asociado a mayor riesgo de tener un aneurisma
cerebral.

5. Si acepto participar en el estudio, los médicos me realizarn una historia familiar y me
tomaréan 10 ml de sangre periférica.

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

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

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

recibiré remuneracion alguna.



9. Sino acepto, esto no afectara de ninguna forma mi atencion médica como paciente del
InSINNN o INNyCM.

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

13. Para cualquier duda o aclaracion puedo dirigirme al departamento de enfermedad vascular
cerebral o al departamento de Neurogénetica y Biologia molecular de este instituto o hablar al
teléfono 56063822 extension 4466 con la Dra. Alejandra Gonzalez Patifio, Dr. Juan José Méndez
Gallardo y con el Dr. Antonio Arauz o con el Dr. Ricardo Colin Piana presidente del comité
de bioética.

11. Este protocolo sigue los lineamientos de la declaracién de Fortaleza, Brasil en 2013.
FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION O RESPONSABLE LEGAL

AL FIRMAR ESTA FORMA, ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN LA INVESTIGACION DESCRITA.

Nombre del participante y/o responsable legal:

Firma: Fecha: Teléfono:

Nombre del testigo 1:

Firma: Parentesco:

Nombre del testigo 2:

Firma: Parentesco:

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento:

Firma:
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